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RESUM 

  La  utilització  de  fàrmacs  contra  dianes  terapèutiques  específiques  ha 

revolucionat  el  tractament  del  càncer.  Si  es  compara  amb  els  tractaments 

antineoplàsics  tradicionals,  com  la quimioteràpia o  la  radioteràpia,  la  teràpia  contra 

dianes moleculars  presenta  un  gran  avantatge  per  la  seva  especificitat,  tant  en  la 

relació  fàrmac‐diana com diana‐tumor. Això permet  reduir  la  toxicitat  indiscriminada 

dels  tractaments  anticancerosos,  i  addicionalment,  actuar  de  forma  dirigida  contra 

determinats subgrups de tumors. Per altra banda, aquests nous tipus de medicaments 

poden actuar de forma sinèrgica entre ells o en combinació amb tractaments clàssics. 

En aquest  treball hem  investigat els efectes dels següents  tractaments contra 

dianes terapèutiques en  línies cel∙lulars de melanoma cutani primari  i metastàtic: els 

anàlegs  de  la  somatostatina  Octreotide  i  SOM230,  els  inhibidors  del  proteasoma 

Bortezomib,  MG132,  ALLN  i  Epoxomicina,  l’inhibidor  de  receptors  amb  activitat 

tirosina cinasa Sunitinib  i el  tractament combinat de Sunitinib  i Bortezomib. Aquesta 

última combinació l’hem testat també en línies cel∙lulars de carcinoma d’endometri. 

S’observa que les línies cel∙lulars de melanoma expressen varis receptors de la 

somatostatina però  la  inhibició de  la proliferació dels anàlegs de  la somatostatina no 

supera el 50%. Els inhibidors del proteasoma són eficients a l’hora d’induir una parada 

en el cicle cel∙lular i mort, tant dependent de caspases com independent de caspases. 

Sunitinib és capaç de reduir la viabilitat, proliferació i induir apoptosi en aquelles línies 

cel∙lulars expressores de receptors tirosina cinasa activats  (PDGFRα  i VEGFR2), a més 

d’interaccionar  amb Bortezomib de  forma  sinèrgica mitjançant  el bloqueig de  la  via 

Akt. Al  carcinoma d’endometri, a diferència de  l’observat al melanoma, Sunitinib no 

actua inhibint l’activitat tirosina cinasa de les seves dianes conegudes i l’efecte sinèrgic 

amb Bortezomib es deu a l’habilitat de Sunitinib de bloquejar la via NFκB activada per 

Bortezomib. 

Almenys  en  les  condicions  utilitzades  al  nostre  estudi,  els  anàlegs  de  la 

somatostatina no semblen ser útils per al tractament del melanoma. Els inhibidors del 

proteasoma,  i en concret,  la combinació Bortezomib  i Sunitinib podria ser efectiva en 

determinats  casos  de  melanoma.  Aquesta  mateixa  combinació  es  perfila  com  un 

possible  tractament  del  carcinoma  d’endometri  actuant,  paradoxalment,  a  través 

d’una via diferent. 
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RESUMEN 

  La  utilitzación  de  fármacos  contra  dianas  terapéuticas  específicas  ha 

revolucionado  el  tratamiento  del  cáncer.  Si  se  compara  con  los  tratamientos 

antineoplásicos  tradicionales,  como  la  quimioterapia  o  la  radioterapia,  la  terapia 

contra dianas moleculares presenta una gran ventaja por su especificidad, tanto en la 

relación  fármaco‐diana  como  diana‐tumor.  Ésto  permite  reducir  la  toxicidad 

indiscriminada de los tratamientos anticancerosos, y adicionalmente, actuar de forma 

dirigida contra determinados subgrupos de tumores. Por otro lado, estos nuevos tipos 

de medicamentos pueden actuar de forma sinérgica entre ellos o en combinación con 

otros tratamientos clásicos. 

En este  trabajo hemos  investigado  los efectos de  los  siguientes  tratamientos 

contra  dianas  terapéuticas  en  líneas  celulares  de  melanoma  cutáneo  primario  y 

metastático:  los  análogos de  la  somatostatina Octreotide  y  SOM230,  los  inhibidores 

del proteasoma Bortezomib, MG132, ALLN y Epoxomicina, el  inhibidor de receptores 

con  actividad  tirosina  cinasa  Sunitinib  y  el  tratamiento  combinado  de  Sunitinib  y 

Bortezomib. Esta última combinación la hemos testado también en líneas celulares de 

carcinoma de endometrio. Se observa que  las  líneas celulares de melanoma expresan 

varios  receptores  de  la  somatostatina  pero  la  inhibición  de  la  proliferación  de  los 

análogos de  la  somatostatina no  supera el 50%. Los  inhibidores del proteasoma  son 

eficientes a la hora de inducir una parada en el ciclo celular y muerte, tan dependiente 

como  independiente  de  caspasas.  Sunitinib  es  capaz  de  reducir  la  viabilidad, 

proliferación e inducir apoptosis en aquellas líneas celulares expresoras de receptores 

tirosina cinasa activados (PDGFRα i VEGFR2), además de interaccionar con Bortezomib 

de forma sinérgica mediante el bloqueo de la vía Akt. En el carcinoma de endometrio, 

a  diferencia  de  lo  observado  en  el  melanoma,  Sunitinib  no  actua  inhibiendo  la 

actividad tirosina cinasa de sus dianas conocidas y el efecto sinérgico con Bortezomib 

se debe a la habilidad de Sunitinib de bloquear la via NFκB activada por Bortezomib. 

Almenos en  las condiciones utilitzadas en nuestro estudio,  los análogos de  la 

somatostatina no parecen ser útiles para el tratamiento del melanoma. Los inhibidores 

del  proteasoma  y,  en  concreto,  la  combinación  Bortezomib  y  Sunitinib  podría  ser 

efectiva  en  determinados  casos  de melanoma.  Esta misma  combinación  se  perfila 

como  un  posible  tratamiento  del  carcinoma  de  endometrio  actuando, 

paradójicamente, a través de una vía diferente. 
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ABSTRACT   

The use of drugs against therapeutic targets has revolutionized the treatment 

of  cancer.  If  it  is  compared  with  traditional  neoplastic  treatments  such  as 

chemotherapy or radiotherapy, targeted therapy presents more advantages due to its 

high specificity, either in the relationship drug‐target or target‐tumor. This results in a 

reduction of  toxicity of  the antitumoral  treatments.  In addition,  these new  therapies 

can directly  target specific  tumor subtypes and can  interact synergistically with each 

other or in combination with classic treatments. 

  In  the  present  work,  we  have  investigated  the  effects  of  the  following 

treatments  against  therapeutic  targets  in  cutaneous melanoma  cell  lines  both  from 

primary or metastatic  tumors:  the  somatostatin  analogues Octreotide  and  SOM230, 

and the proteasome inhibitors Bortezomib, MG132, ALLN and Epoxomicin, the tyrosine 

kinase  receptor  inhibitor  Sunitinib  and  the  combined  therapy  of  Sunitinib  and 

Bortezomib.  This  latter  combination  has  been  also  tested  in  endometrial  carcinoma 

cell lines. 

  We  have  observed  that  melanoma  cell  lines  express  various  somatostatin 

receptors but the inhibition of the cell proliferation rate after somatostatin analogues 

treatment is not higher than 50%. Proteasome inhibitors induce a cell cycle arrest and 

cell death, both  caspase dependent and  caspase  independent. Sunitinib  reduces  the 

viability,  proliferation  and  induces  apoptosis  in  those  cells  presenting  and  activated 

tyrosine  kinase  receptor  (PDGFRα  and  VEGFR2)  and  interacts  synergistically  with 

Bortezomib  by  blocking  the  Akt  pathway.  In  contrast,  in  endometrial  carcinoma, 

Sunitinib  does  not  inhibit  the  kinase  activity  of  the  well  known  targets  and  the 

synergistic  effect  with  Bortezomib  is  due  to  the  ability  of  Sunitinib  of  blocking 

Bortezomib‐induced NFκB pathway. 

  Based  on  our  experiments  and  conditions  used  in  this  study,  somatostatin 

analogues  do  not  seem  to  be  useful  for  the  treatment  of melanoma.  Proteasome 

inhibitors  and  particularly  the  combination  of  Bortezomib  and  Sunitinib  could  be 

effective  in  certain melanoma  subtypes.  This  combination  seems  to  be  a  promising 

treatment  option  for  endometrial  carcinoma,  acting,  paradoxically,  through  to  a 

different pathway. 

   

 



     

 
 



 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                         Agraïments/Agradecimientos/Aknowledgements 

XIII 

En  aquesta  part  de  la  tesi  m’agradaria  agrair  a  tots  aquells  que  m’han 

encaminat  i m’han ajudat a que la realització d’aquest treball fos possible. 

  La meva primera aproximació cap a  la  recerca es  remunta molts anys enrere, 

quan estava a segon de Batxillerat i a tots ens manaven fer el “el treball de recerca”. Ja 

des de  llavors,  vaig  sentir  la  curiositat pròpia del  científic. Amb el  títol  “Quina és  la 

substància  orgànica  que  acumulen  les  fulles  durant  la  fotosíntesi?”  les  meues 

professores de Biologia, la Remei Castelló i l’Ana Jiménez, que van ser tutores del meu 

treball de  recerca, em van encomanar  la  seva passió per  la Biologia. Recordaré a  la 

Remei dient: “no pretengueu fer una tesi doctoral!”. Ja llavors, em va sembla que això 

de  la tesi era una cosa molt  i molt seriosa... Moltes gràcies a totes dues! Més tard, el 

Jordi, el meu germà i després la meva germana es van doctorar i va marcar, a la seua 

manera, una mica la meua fita.  

  Anys  més  tard  vaig  anar  a  veure  al  Xavier  i  em  va  donar  l’oportunitat  de 

començar a treballar en el seu grup, cosa que em va omplir d’alegria,  ja que pensava 

que  amb  la meua  nota  de  la  carrera,  ni  somiar  de  fer  un  doctorat. Moltes  gràcies 

Xavier, així com també moltes gràcies a tu Rosa, per la confiança dipositada en mi i per 

la que seguiu dipositant.  

  Volia agrair a  la Associació espanyola  contra el  càncer  i en especial a  la  seva 

sucursal a Lleida per haver‐me concedit una beca predoctoral , per la vostra important 

tasca i per rebre’m sempre amb tant d’afecte. Vull mostrar els meus agraïments a l’Eva 

Figuera, al president Manuel López i a les secretaries. 

No puc deixar d’agrair a totes aquelles persones que em vaig trobar durant  la 

meua estada breu a Brisbane. M’atreviria a dir, que només pel simple  fet d’haver‐hi 

anat, el meu doctorat ha valgut la pena. Many thanks Graeme for accepting me in your 

group  in QIMR and permitting to  learn  from you. Also,  for your  interesting and deep 

conversations about everything. Thanks Herlina for your help, complicity and humility. 

Thanks  Blake  for  your  help,  patience  and  for  the  nice weekend  in  Goondiwindi!!!. 

Many  thanks  Lutz,  for  absolutely  everything.  You  are  the  clear  example  that  good 

people are found everywhere. David, por nuestras Friday’s parties entre Coopers, por 

tu  valuosa  compañía  y  amistad,  así  como  también  la  de  Tania, Miguel  y  la  de  los 

divertidísimos Herng  and  Yee.  Also,  I wanted  to  thank Glen  for  your  lessons  about 

xenografts, Nick’s group for your help and the rest of people  in G floor. Also, to you, 

Roxy, my most  special  and  cute  housemate  (take  it  easy!!)  and  also  to  Stephanie, 

Kathrin for all the unforgettable moments. Also to Cally for making them possible. Also 



Agraïments/Agradecimientos/Aknowledgements     

XIV 

to Majid, Laurent, Sara, Luis, Laurie, Pedro,  Inga, Dani, Aurélie, Clémentine and Lissy 

for your great companion and the  lovely barbies. Thank you all for making that time, 

AWESOME!!!!!!! 

Tornant al  laboratori de  Lleida moltes gràcies David, per  ser el nostre germà 

gran, el meu i el de la Núria i obrir un camí a seguir. Gràcies per la teua ajuda i per les 

bones estones passades al  laboratori. Moltes gràcies Andrée per donar un gir al meu 

doctorat, per la teva ajuda i per contagiar‐me la teva passió per la ciència. 

A la Núria Eritja per impregnar el laboratori del teu sentit de l’humor, a l’Anna 

Macià per  la teva frescura, a  la Laura per  la teva dolçor  i a  la Cristina Mirantes per  la 

teva  empatia,  i  és  clar,  per  les  discussions  sobre  ciència  i  la  vostra  ajuda. Al  Xavier 

Dolcet i al Mario per la vostra ajuda i opinions. També, a tí Mónica por ser una técnico 

tan mona y eficiente. I a la Virgínia, la nostra doctora preferida. 

  També  al  departament  d’Anatomia  Patològica  per  tot  l’ajut  proporcionat  i 

demés: Ana, Dolors, Maria Santacana, Anna Novell i Azahar. Moltes gràcies 

  A la Anita, Núria Bahí, la Esmeralda, l’Arindam, el Esteban, les nenes de Nefro: 

l’Anna Cardús, la Eva, la Sara, la Petya, la Milica i la Noelia; així com la Maya, la Maria 

Cardona, la Mireia, la Gemma Arjó, la Berta, l’Anaïs, la Berta Daussà, la Gemma Masip, 

la Marta,  la Montse,  la Vicky,  la Adriana,  la Charu,  la Deepshika,  la Cristina  i  la Carme 

per compartir tants bons esmorzars, dinars, estones fora del laboratori, etc.  

  Tampoc hem puc descuidar d’agrair al laboratori on va estar la meua germana, 

a vosaltres: Myriam, Maria José, Èlia, Anna Garcerá,  Gemma Reverté , Stef, Armando y 

Verónica y  també a Omar, Ecatherine, Hugo, Dani, al Ramiro  i al “Puigvi” per  tantes 

estones  compartides,  asados,  calçotades,  sopars,  beures,  alguna  boda  i  demés. 

Moltíssimes gràcies. Sou un a pinya!! Si fes un segon doctorat, el faria amb vosaltres!! 

A  mis  Durhamnianos,  como  no!!  Que  experiencia  más  chula,  no?  Qué 

afortunada me siento de haberla compartido con vosotros. Espero veros otra vez, al 

menos que sea antes de aquí a 10 años, eh!,  jaja. A Pakita, a Ana, a Diego, Mari Luz, 

Vero, Cristóbal, Maria José, Emi, Taisir, Miguel Jacano, Maria Victoria, Miguel Ángel, Ita 

y a muchos que me dejo. 

També volia agrair a les meues amigues de tota la vida, a vosaltres, Marta i Cris 

per  tantes  coses que hem passat  juntes  i  les que passarem, així  com  també al meu 

estimat Gerard. Sempre seràs el meu cunyaoooo!! 

  També, com no a la Montse i a la Natàlia, ja que sempre serem les “tates” i així                                  



                         Agraïments/Agradecimientos/Aknowledgements 

XV 

com també al Ruben, al Magí i al petit Gabriel. Us duc sempre amb mi. 

A  les  biokímiques  Roser  i  Clarita  per  tantes  anècdotes  i  experiències 

compartides. 

Al meu germà, el Jordi. D’alguna manera tu ho has fet possible. Gràcies per tot! 

Per saber tant de fer de germà gran, per la teua intel∙ligència i la teua forma de veure 

la vida. A  la meua germana,  la M.Alba, perquè tu ho ets tot per mi. Què t’he de dir?. 

Només els bessons ho saben, eh! 

  Gracias a tí también Nico, por ser tan  interesante, saber escuchar tanto y por 

saber tanto de psicólogo, en el que he confiado varias veces, jeje. 

  Als  meus  pares,  per  estar  sempre  amb  nosaltres,  amb mi  i  amb  els  meus 

germans. Per tot l’esforç incondicional que heu fet per nosaltres. Moltíssimes gràcies. 

  A  tu  Francesc,  per  estar  sempre  amb  mi,  per  estimar‐me  tant,  per  tantes 

coses... Aquesta tesi va per tu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



       

 
 
 

 

 



 

 
 

 

 

 



           

 
 

 

   



                                                                                                                           Índex 

XIX 

Abreviatures ......................................................................................................................... 1 

Introducció ............................................................................................................................. 7 
1.  DIANES TERAPÈUTIQUES EN EL TRACTAMENT DEL CÀNCER ............................................... 9 

1.1 Concepte de diana terapèutica ....................................................................................... 9 

1.2 Tipus de dianes terapèutiques ...................................................................................... 10 

2.   EL MELANOMA .................................................................................................................. 18 

2.1  El melanòcit .................................................................................................................. 19 

2.2  Incidència, epidemiologia i factors de risc en el melanoma ........................................ 20 

2.3 Alteracions moleculars del melanoma .......................................................................... 22 

2.3.1 Tumorogènesi i progressió tumoral del melanoma cutani. Mecanismes de 

transformació neoplàsica del melanoma cutani ............................................................. 24 

2.4 Tipus clinicopatològics del melanoma cutani ............................................................... 26 

2.5  Estadificació i pronòstic del melanoma cutani ............................................................. 28 

2.6 Tractament del melanoma cutani ................................................................................. 29 

3. EL CARCINOMA D’ENDOMETRI ........................................................................................... 33 

3.1 Alteracions moleculars del carcinoma d’endometri ..................................................... 34 

3.2 Tractament del carcinoma d’endometri ....................................................................... 36 

4. MORT CEL∙LULAR PROGRAMADA ....................................................................................... 37 

4.1 Mort cel∙lular dependent de caspases .......................................................................... 38 

4.1.1 Les caspases ........................................................................................................... 38 

4.1.2 La via extrínseca de l’apoptosi ............................................................................... 40 

4.1.3 La via intrínseca de l’apoptosi ................................................................................ 41 

4.1.4 Les proteïnes de la família de Bcl‐2 ........................................................................ 44 

4.1.4.1 Les proteïnes homòlogues a Bcl‐2 ......................................................................... 46 

4.1.4.2 Les proteïnes BH3‐only ........................................................................................ 47 

4.2 Mort cel∙lular independent de caspases ....................................................................... 47 

4.2.1 AIF ........................................................................................................................... 48 

5. DIANES TERAPÈUTIQUES EN EL MELANOMA ...................................................................... 50 

5.1 Situació actual ............................................................................................................... 50 

5.2 B‐raf ............................................................................................................................... 50 

5.2.1 Sorafenib ................................................................................................................ 51 

5.2.2 PLX4032 .................................................................................................................. 51 

5.3 C‐Kit ............................................................................................................................... 51 



Índex       

XX 

5.4 CTLA‐4 ........................................................................................................................... 52 

6. DIANES TERAPÈUTIQUES EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI ............................................. 53 

6.1 Situació actual ............................................................................................................... 53 

7. ELS RECEPTORS DE LA SOMATOSTATINA COM A DIANES TERAPÈUTIQUES ....................... 55 

7.1 Anàlegs de las somatostatina ........................................................................................ 56 

8. EL PROTEASOMA COM A DIANA TERAPÈUTICA .................................................................. 58 

8.1 Via de senyalització associada al proteasoma: Via NFκB .............................................. 62 

8.2 Els inhibidors del proteasoma ....................................................................................... 65 

8.3 Els inhibidors del proteasoma en el melanoma ............................................................ 69 

8.3 Els inhibidors del proteasoma en el carcinoma d’endometri ....................................... 71 

9. ELS RECEPTORS AMB ACTIVITAT TIROSINA CINASA COM A DIANES TERAPÈUTIQUES ....... 72 

9.1 Vies de senyalització associades als receptors amb activitat tirosina cinasa ............... 77 

9.2 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa .............................................. 80 

9.3 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa en el melanoma ................... 85 

9.4 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa en el carcinoma d’endometri

 ............................................................................................................................................. 87 

Objectius ............................................................................................................................... 89 

Resultats .............................................................................................................................. 93 
1.  Expression of somatostatin receptors in human melanoma cell lines: effect of two 

different  somatostatin analogues, Octreotide and SOM230 on cell proliferation ................ 97 

2.  Effect of proteasome inhibidors on proliferation and apoptosis of human cutaneous 

melanoma‐derived cell lines ................................................................................................. 109 

3.  Inhibition of activated receptor tyrosine kinase by Sunitinib induces growth arrest and 

sensitizes melanoma cells to Bortezomib by blocking Akt pathway ..................................... 121 

4.  Blockade of NFκB activity results in an increase of cell death in Bortezomib‐treated 

endometrial carcinoma cells ................................................................................................. 135 

Discussió ............................................................................................................................. 163 
1.  Les línies cel∙lulars de melanoma expressen varis receptors de la somatostatina i són 

moderadament sensibles als anàlegs de la somatostatina ................................................... 167 

2.  Els inhibidors del proteasoma indueixen una reducció en la proliferació i una inducció 

de mort cel∙lular, tant dependent com independent de caspases, en línies cel∙lulars de 

melanoma ............................................................................................................................. 171 

3.  La inhibició de receptors amb activitat tirosina cinasa activats per part de Sunitinib 

indueix una reducció del creixement i sensibilitza les cèl∙lules de melanoma a Bortezomib 

mitjançant el bloqueig de la via Akt ...................................................................................... 175 



                                                                                                                            Índex 

XXI 

4.  El bloqueig de la via NFκB resulta en un increment de la mort cel∙lular en les línies 

cel∙lulars de carcinoma d’endometri tractades amb Bortezomib ......................................... 179 

Conclusions ........................................................................................................................ 183 

Annex ..................................................................................................................................... 187 

Apèndix ................................................................................................................................ 193 

Bibliografia ....................................................................................................................... 203 

 

   



           

 
 

 

 



 

 
 

 

 

 



           

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                Abreviatures 

3 

AIF: apoptotic inducing factor 

Apaf‐1: apoptotic‐protease‐activating factor‐1 

ATP: adenosin triphosphate 

BAFF: B‐cell activating factor 

Bcl‐2: B‐cell lymphoma/leukemia‐2 

BH: Bcl‐2 homology domain 

CARD: caspase‐activation recruitment domain 

CED‐3: cell‐death abnormality‐3 

CSF‐1R: colony‐stimulating factor receptor‐1 

CDKN2A: cyclin‐dependent kinase inhibidor 2A 

CDKs: cyclin‐dependent kinases 

CML: chronic myeloid leukemia 

COSMIC: catalogue of somatic mutations in cancer 

DED: death effector domain 

DISC: death inducing signaling complex 

DNA: deoxyribonucleic acid 

DTIC: dacarbazine 

EC: endometrial carcinoma 

EEC: endometrioid endometrial carcinoma 

EGFR: epidermal growth factor receptor 

EIF4E: eukaryotic translation initiation factor 4E 

ERK: extracellular‐signal‐regulated kinase 

FADD: fas‐associated death domain containing protein 

FDA: food and drug administration 

FGFR: fibroblast growth factor receptor 

FLIP: FLICE‐like inhibitor 

GH: growth hormone 

GIST: gastrointestinal stromal tumor 



Abreviatures       

4 

HER‐2: human epidermal growth factor receptor 2 

HDAC: histone deacetylase inhibitor 

IAP: inhibidor of apoptosis protein 

ICE: interleukin‐1β converting enzyme 

IGFR: insulin growth factor receptor 

IκB: inhibitor of κB 

IKK: IκB kinase 

MAPK: mitogen‐activated protein kinase 

MCR: melanocortin receptor 

MDa: Mili Dalton 

MDM2: murine double minute 2 

MI: microsatellite instability  

MITF: microphtalmia‐associated transcription factor 

MSH: melanocyte stimulating hormone 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

NEEC: non‐endometrioid endometrial carcinoma 

NFκB: nuclear factor κB 

PCD: programmed cell death 

PCR: polymerase chain reaction 

PDGFR: platelet‐derived growth factor receptor 

PDK‐1: PI3K‐dependent kinase‐1 

PDK‐2: PI3K‐dependent kinase‐2 

PARP: poly ADP ribose polymerase 

PTEN: phosphatase and tensin homolog                                                                                                                     

PI3K: phosphatidylinositol 3‐kinase 

pRB: retinoblastoma protein 

RAC1: ras related C3 botulinum toxine substrat 1 

Raptor: regulatory‐associated protein of mTOR 



                                                                                                                Abreviatures 

5 

RHD: REL homology domain 

RGF: radial growth phase 

RNA: ribonucleic acid 

RTK: receptor tyrosine kinase 

RT‐PCR: real time‐polymerase chain reaction 

SCF: stem cell factor 

shRNA: short hairpin ribonucleic acid 

SST: somatostatin 

SSTR: somatostatin receptor 

tBid: truncated Bid 

TGF‐βRII: transforming growth factor β receptor II 

TK: tyrosine kinase 

TNF: tumor necrosis factor 

TRAIL: tumor necrosis factor related apoptosis‐inducing ligand 

TSC1: tuberous sclerosis complex 1 

TSC2: tuberous sclerosis complex 2 

SST: somatostatin 

SSTR: somatostatin receptors 

UVR: ultraviolet radiation 

UVB: ultraviolet radiation type B 

VDAC: voltage‐dependent anion channel 

VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor 

VGF: vertical growth phase 

XIAP: X‐linked inhibidor of apoptosis protein 

4E‐BP: eIF4E binding protein 

 

 

 



           

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



           

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                Introducció 

9 

1.  DIANES TERAPÈUTIQUES EN EL TRACTAMENT DEL CÀNCER 

1.1 Concepte de diana terapèutica 

  Durant  el  segle  passat,  el  tractament  farmacològic  del  càncer  es  basava 

bàsicament en  la quimioteràpia convencional,  la qual pot produir efectes  secundaris 

greus. Més tard, van sorgir els tractaments en front a dianes terapèutiques concretes, 

que contràriament amb la primera teràpia, presentaven una alta especificitat i menors 

efectes secundaris. La teràpia dirigida contra dianes terapèutiques concretes, lluny de 

només atacar a les cèl∙lules amb més poder proliferatiu com la quimioteràpia habitual, 

pot  atacar  a  una  gran  diversitat  de  processos  cel∙lulars  diferents,  responsables  del 

canvi de fenotip que sofreixen  les cèl∙lules tumorals. La teràpia dirigida contra dianes 

terapèutiques pot interferir a processos tant dispars com la divisió cel∙lular, la migració 

cel∙lular,  la  mort  cel∙lular  com  l’apoptosi,  l’angiogènesi  i  la  resposta  immune.  El 

desenvolupament  de  teràpies  dirigides  requereix  la  identificació  de  bones  dianes 

terapèutiques, fet per al que és necessari un estudi molt exhaustiu. Els tractaments en 

front  a  dianes  terapèutiques  actuen  inhibint  de  forma  selectiva  a  molècules, 

generalment proteïnes, la expressió o la sobreexpressió dels quals, és essencial o està 

alterada en el creixement de la neoplàsia problema. 

  De  forma  molt  interessant,  el  creixement  de  molts  càncers  es  pot  frenar 

mitjançant la inactivació del producte d’un únic oncogen. Aquest fenomen rep el nom 

d’adicció oncogènica i es refereix a la necessitat que tenen molts càncers de mantenir 

un únic o varis gens per al manteniment del fenotip maligne. Aquest producte gènic, 

tendó  d’aquil∙les  d’un  determinat  càncer,  pot  representar  ser  una molt  bona  diana 

terapèutica a la qual atacar. 

  Un exemple de diana terapèutica coneguda i validada és Bcr‐Abl en la leucèmia 

mieloide  crònica  (CML,  chronic myeloid  leukemia).  La quimera Bcr‐Abl és el  resultat 

d’una translocació cromosòmica entre el cromosoma 9 i 22 (cromosoma Philadelphia) 

que ocorre en un alt percentatge en aquesta malaltia1. Degut a  la fusió gènica de tot 

dos gens, Abl està permanentment activada  i aquesta activitat promou  la proliferació 

continuada  de  les  cèl∙lules  de  leucèmia.  Per  tant,  Bcr‐Abl  representa  ser  una  bona 

diana  terapèutica. D’aquí ve  l’èxit del  tractament amb  Imatinib, un  inhibidor selectiu 

de Bcr‐Abl en la CML.  

  Una vegada ha estat identificada una nova diana terapèutica, el tractament o la 

teràpia en  front a aquesta  s’haurà de desenvolupar. La majoria de  teràpies dirigides 
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contra dianes  terapèutiques solen ser petits  inhibidors o anticossos monoclonals. Els 

petits  inhibidors són capaços de difondre’s en  l’interior de  les cèl∙lules  i actuar sobre 

les  seves  dianes  intracel∙lulars.  En  canvi,  els  anticossos  monoclonals  es  dissenyen 

especialment  per  atacar  dianes  extracel∙lulars  com  poden  ser  els  receptors  que  es 

trobin anclats en la membrana plasmàtica, ja que no poden penetrar dins la cèl∙lula. El 

desenvolupament dels inhibidors petits solubles utilitzats en la clínica porta molts anys 

de desenvolupament. El primer pas és l’escaneig farmacològic, en el qual s’identifiquen 

inhibidors potencials de  la diana terapèutica d’entre milers de molècules diferents. El 

segon pas consisteix en  l’adaptació dels millors candidats mitjançant  la modificació  i 

l’addició  de  grups  químics,  per  tal  de millorar‐ne  les  propietats.  L’objectiu  final  és 

obtenir  el més  efectiu  i  el més  específic  possible.  En  canvi,  el  disseny  d’anticossos 

monoclonals  requereix  l’ús  d’animals  immunitzats,  normalment  ratolins. Més  tard, 

s’aïllen  els  diferents  anticossos  produïts  i  es  fusionen  amb  cèl∙lules  de  mieloma, 

formant  els  hibridomes,  per  tal  de  poder  produir‐los  en  gran  quantitat.  Després, 

s’escolliran els  anticossos que  reaccionin millor  amb  la diana  terapèutica. Per últim, 

aquests  anticossos  s’humanitzaran, mitjançant  l’emplaçament de porcions humanes, 

per evitar el rebuig immunològic. 

  A pesar de  l’elevada especificitat  i de  la disminució d’efectes  secundaris que 

presenta  la  teràpia  dirigida  contra  dianes  terapèutiques  en  comparació  amb  la 

quimioteràpia  convencional,  aquesta  presenta  algunes  limitacions.  Les  cèl∙lules 

tumorals presenten resistència a aquestes amb  facilitat  i comporta problemes difícils 

de  resoldre. Per exemple,  les  cèl∙lules  tumorals poden adquirir mutacions en el gen 

BCR‐ABL després del  tractament amb  Imatinib, que  les  fa resistents aquests, degut a 

l’aparició  d’un  canvi  conformacional  que  fa  perdre  afinitat  per  l’inhibidor.  En molts 

casos,  una  altra  teràpia  dirigida  que  pugués  sobrepassar  aquesta  resistència  no  s’hi 

troba disponible. Per aquesta raó, les teràpies dirigides funcionen millor en combinació 

que  en  solitari,  ja  sigui  amb  una  altra  teràpia  dirigida  o  amb  els  tractaments 

antitumorals tradicionals. 

 

1.2 Tipus de dianes terapèutiques 

  La teràpia dirigida contra dianes terapèutiques pot afectar a una gran varietat 

de processos cel∙lulars degut a la gran diversitat de dianes terapèutiques descobertes. 

Així trobem: 

‐ Dianes terapèutiques involucrades en la proliferació cel∙lular 
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Moltes de les molècules que es troben en aquest grup són receptors de factors 

de creixement (receptors amb activitat tirosina cinasa) o molècules que participen en 

vies de senyalització amb efecte proliferatiu. Sovint aquestes dianes terapèutiques es 

troben  sobreexpressades  i/o  activades  en  càncer  en  el  cas  dels  oncogens.  Aquesta 

desregulació  porta  a  l’alteració  de  les  vies  de  proliferació,  com  la  via  de  les MAP 

cinases  i  la via Akt. Un exemple d’alteració molecular podria ser  la que donaria  lloc a 

l’activació constitutiva dels factors de creixement c‐Kit i PDGFRα o EGFR en el cas dels 

tumors  del  tracte  gastrointestinal  (GIST,  gastrointestinal  stromal  tumors)  o  en  el 

càncer de pulmó respectivament. També, es podria produir una alteració de  la via de 

les MAP cinases degut a mutacions activadores de proteïnes  involucrades en aquesta 

via com B‐raf  i proteïnes de  la  família Ras, com és en el cas del melanoma. Un altre 

exemple  podria  ser  una  activació  constitutiva  de  la  via  PI3K/Akt/mTOR.  L’activació 

d’aquest eix de senyalització pot ser deguda a mutacions, delecions i silenciaments del 

gen  supressor  tumoral  PTEN  o  del  gen  implicat  en  el  cicle  cel∙lular  CDKN2A. Més 

directament,  es  pot  donar  l’activació  de  la  subunitat  catalítica  de  PI3K.  Aquesta 

proteïna  i  d’altres  activades  (o  sobreexpressades)  en  les  vies  anteriorment 

mencionades podrien resultar, en un primer moment, bones dianes terapèutiques. 

Exemples  de  teràpies  dirigides  contra  aquestes  dianes  terapèutiques  són 

Imatinib mesylate,  Sunitinib,  Trastuzumab  i  Temsirolimus.  Imatinib2  és  un  inhibidor 

petit  de  receptors  amb  activitat  tirosina  cinasa  (RTK,  receptor  tyrosine  kinase)  que 

inhibeix amb alta eficiència Bcr‐Abl i c‐Kit, i que s’usa per al tractament de leucèmies i 

GIST,  càncers  que  manifesten  alteracions  en  aquestes  molècules.  Sunitinib  és  un 

inhibidor petit de RTK que ha resultat ser efectiu en GIST resistents a Imatinib, degut a 

la  inhibició  de  c‐Kit.  Trastuzumab  és  anticòs  monoclonal  dissenyat  específicament 

contra  HER‐2  (human  epidermal  growth  factor  receptor  2),  utilitzat  només  en  els 

càncers  de mama  que  el  sobreexpressen3.  Temsirolimus  és  un  inhibidor  petit  de  la 

serina/treonina  cinasa  mTOR  (mammalian  target  of  rapamycin),  activada  en  el 

carcinoma renal. Apart, d’aquests es troben una gran varietat de  fàrmacs que  ja han 

estat  aprovat  per  la  FDA  (Food  and  Drug  Administration)  que  estan  dirigits  contra 

dianes terapèutiques concretes. 

‐ Dianes terapèutiques que regulen la expressió gènica 

L’acetilació d’histones és el mecanisme epigenètic principal de remodelatge de 

la  cromatina  que  regula  l’expressió  gènica. Aquesta  consisteix  en  l’addició  de  grups 

acetils en la seqüència terminal dels residus de lisina de les histones que converteix la 

cromatina en eucromatina. Aquesta cromatina adquireix una forma més  laxa  i menys 
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condensada, la qual pot esdevenir activada transcripcionalment. La eliminació de grups 

acetils,  i  per  tant,  la  inducció  del  silenciament  gènic,  la  duen  a  terme  els  enzims 

anomenats  deacetilases  d’histones  (HDACs,  histone  deacetylases).  Basats  en  aquest 

coneixement es van dissenyat els  inhibidors de HDACs. En actuar sobre l’acetilació de 

gens  clau  per  a  la  cèl∙lula,  la  seva  inhibició  d’aquests  enzims  condueix  a múltiples 

alteracions cel∙lulars. Així doncs, en el càncer, aquests agents inhibeixen la proliferació 

de  les  cèl∙lules  tumorals,  promouen  la  diferenciació  i  indueixen  apoptosi.  Apart  de 

mantenir  l’acetilació  del  DNA,  els  inhibidors  de  HDACs  poden  acetilar  factors  de 

transcripció com el de P53, GATA‐1  (factor de diferenciació d’eritròcits)  i el  receptor 

d’estrògens alfa (ERalpha).  

Un altre compost que  regula  la expressió gènica és  l’àcid retinoic,  la principal 

forma  activa  de  la  vitamina  A. Quan  l’àcid  retinoic  s’uneix  al  seu  receptor  nuclear 

regula la expressió gènica d’aquells gens que controlen el creixement, la diferenciació, 

la supervivència i la mort cel∙lular. 

  Exemples de teràpies dirigides contra aquest tipus de dianes terapèutiques són 

Vorinostat i Bexarotene. Vorinostat és un inhibidor de HDACs aprovat per la FDA l’any 

2006 per al tractament del limfoma cutani de cèl∙lules T4. Bexarotene és un anàleg de 

la  vitamina  A,  que  pertany  a  la  família  dels  retinoids  i  ha  estat  aprovat  per  al 

tractament d’alguns casos de la mateixa neoplasia. 

‐ Dianes terapèutiques que indueixen apoptosi 

Algunes  teràpies  dirigides  són  capaces  d’induir  apoptosi  directament 

mitjançant  l’acció  sobre  certs  orgànuls  o  processos  essencials  per  la  homeòstasi 

cel∙lular, dels quals en depenen més  les cèl∙lules malignes que  les normals. Exemples 

d’aquestes són Bortezomib i Pralatrexate. Bortezomib és un inhibidor del proteasoma 

que ha estat aprovat per al  tractament del mieloma múltiple5. El proteasoma és un 

complex  multienzimàtic  encarregat  de  la  degradació  de  les  proteïnes  d’origen 

intracel∙lular  que  inclou  aquelles  proteïnes  implicades  amb  diverses  funcions 

fonamentals de la cèl∙lula. S’ha vist que la inhibició del proteasoma provoca apoptosi, 

tant en cèl∙lules normals com malignes, però d’una manera més  intensa en aquestes 

últimes. Pralatrexate és una molècula utilitzada en el tractament de limfoma perifèric 

de  cèl∙lules  T  que  interfereix  en  la  síntesi  de  DNA  de  les  cèl∙lules  en  divisió, 

particularment  en  aquelles  que  sobreexpressen  RFC‐1,  la  subunitat  del  factor  C  de 

replicació6. 
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‐ Dianes terapèutiques que afavoreixen la pèrdua d’adhesió i la invasió 

Una  de  les  característiques  de  les  cèl∙lules  tumorals  és  la  seva  capacitat  de 

desadherir‐se del seu teixit d’origen, migrar i invair altres teixits, fets que afavoriran la 

metàstasi. Perquè això es produeixi cal una sèrie de canvis en el patró d’expressió de 

determinades molècules  en  les  cèl∙lules  tumorals.  Per  començar  les  cèl∙lules  poden 

sofrir un procés conegut com a transició d’epitel∙li a mesènquima. Per fer‐ho, hauran 

de perdre l’expressió de proteïnes epitel∙lials d’adhesió com la E‐cadherina i expressar‐

ne  d’altres  com  la  N‐cadherina,  responsable  de  l’adhesió  a  l’endotel∙li  vascular, 

integrines  i metal∙loproteïnases,  responsables  de  la migració  i  de  la  degradació  de 

matriu extracel∙lular. Exemples de  tractaments contra aquestes dianes  terapèutiques 

són Etaracizumab o ADH‐1. Etaracizumab és un anticos monoclonal dissenyat contra la 

integrina  αvβ3,  que  inhibeix  la  proliferació,  indueix  apoptosi  en  les  cèl∙lules 

neoplàsiques  i  exerceix  un  efecte  antiangiogènic7,  8. ADH‐1  és  un  inhibidor  de  la N‐

cadherina, la qual cosa impediria l’angiogènesi9. 

‐ Dianes terapèutiques que regulen l’angiogènesi 

Altres teràpies estan dirigides a atacar certs processos que només es donen en 

les cèl∙lules tumorals. Un cop els tumors han arribat a una certa mida, requereixen de 

la irrigació sanguínia que els facilitarà l’aport de nutrients i oxigen necessari per al seu 

creixement.  Les  cèl∙lules  tumorals  secreten  factors  de  creixement  i  citoquines  que 

atreuen  i  estimulen  el  creixement  dels  vasos  sanguinis.  Un  exemple  n´és  el  VEGF 

(vascular endothelial growth factor). Aquest s’uneix al seus receptors (VEGFR, vascular 

endothelial growth factor receptor) presents en les cèl∙lules endotel∙lials i aquesta unió 

promourà el creixement de nous vasos sanguinis. 

Aquelles teràpies dirigides contra aquestes dianes terapèutiques bloquejaran el 

creixement de vasos sanguinis, i frenaran el creixement tumoral. Exemples de teràpies 

dirigides  contra  dianes  terapèutiques  que  afecten  l’angiogènesi  són  Bevacizumab, 

Sorafenib i Sunitinib. Bevacizumab és un anticòs monoclonal contra VEGF, aprovat per 

al tractament del glioblastoma, alguns casos de càncer de pulmó de cèl∙lula no petita10, 

càncer de mama, càncer colorectal  i per  la metàstasi del carcinoma renal. El bloqueig 

de  VEGF  evita  que  interaccioni  amb  el  seu  receptor  en  les  cèl∙lules  endotel∙lials. 

Sorafenib és un inhibidor petit de proteïnes amb activitat tirosina cinasa, que ha estat 

aprovat  per  al  tractament  del  carcinoma  renal  i  alguns  casos  de  carcinoma 

hepatocel∙lular11. Aquest inhibidor inhibeix B‐raf però també els VEGFR. Sunitinib està         
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aprovat per  al  tractament del  carcinoma  renal  i els  tumor pancreàtics12. En  aquests 

tumors, interfereix en la senyalització de VEGF‐VEGFR, en inhibir aquests receptors. 

‐ Dianes terapèutiques que regulen la resposta immune 

Molts  tumors  desencadenen  una  resposta  immune,  amb  la  qual  el  sistema 

immune  intenta destruir‐los. No obstant,  les  cèl∙lules  tumorals disposen d’una  sèrie 

d’estratègies  per  burlar  aquesta  resposta.  Les  teràpies  dirigides  d’aquest  àmbit  van 

encaminades  a  evitar  l’escapament  de  les  cèl∙lules  tumorals  de  l’acció  del  sistema 

immune  o  a  potenciar  la  resposta  immune.  Una  de  les maneres  de  lluitar  contra 

aquests mecanismes és inhibir un receptor del limfòcits T, anomenat CTLA‐4. Aquesta 

molècula es troba en la superfície dels limfòcits T activats i competeix amb la molècula 

CD28 limfocitària per la unió a la molècula B7 de les cèl∙lules presentadores d’antígens. 

La unió de CTLA‐4 amb B7 inhibeix l’acció dels limfòcits T13. Si s’inhibeix CTLA‐4 s’evita 

que  això  passi.  Ipilimumab  i  Tremelimumab  són  dos  anticossos  monoclonals 

especialment dissenyats per inhibir CTLA‐414. La seva acció trenca la immunotolerància 

i  estimula  al  sistema  immune  a  atacar  a  les  cèl∙lules  tumorals.  Ipilimumab  ha  estat 

aprovat recentment per al tractament del melanoma metastàtic15. 

‐ Inhibició de múltiples dianes terapèutiques i teràpia combinada 

La primera onada de teràpies dirigides contra el càncer va anar enfocada cap a 

la inhibició de dianes terapèutiques com factors de creixement i proteïnes de les seves 

vies de senyalització “downstream”. Però aviat es va  fer evident que  la utilització de 

fàrmacs  en  monoteràpia,  encara  que  a  vegades  mostrés  efectes  antitumorals 

remarcables,  no  era  suficient  per  a  erradicar  el  tumor.  Donada  la  heterogeneïtat 

genètica  i  la plasticitat de molts càncers, és bastant  improbable que  l´ús d’una única 

teràpia dirigida produeixi  la remissió total d’un càncer. Pot ser que els tumors perdin 

l’adicció oncogènica  i apareixin  les resistències. Els mecanismes de resistència s’estan 

estudiant  detingudament  i  es  creu  que  poden  ser  deguts  a  l’aparició  de mutacions 

secundàries  en  la  mateixa  diana  terapèutica  o  en  altres  proteïnes,  o  a  altres 

aberracions  genètiques.  Per  exemple,  les mutacions  en  KIT  estan  associades  a  una 

menor unió de  l’inhibidor al receptor en GIST,  les quals disminuirien els beneficis que 

Imatinib  tenia  en  un  principi16.  En  el  cas  del  melanoma,  la  resistència  al  fàrmac 

PLX4032 es creu que pot ser deguda a l’aparició de mutacions secundàries en NRAS17 o 

PDGFRβ18. Altres aberracions podrien activar altres vies de senyalització, com  la de  la 

PI3K,  que  al  final  no  podrien  superar  els  efectes  de  la  teràpia  dirigida19.  Per  tant, 

sembla ser que en molts càncers s’activen múltiples vies de senyalització aberrants  i 
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redundants  com  a  resultat  de modificacions  genètiques  a  diferents  nivells.  També 

diversos fàrmacs o agents poden activar vies indegudes de supervivència que podrien 

ser  bloquejades mitjançant  l’ús  d’una  segona  teràpia.  Aquesta  realitat  fa  patent  la 

necessitat d’administrar teràpies combinades per superar tota aquesta complexitat de 

senyalitzacions.  

 

Les  teràpies  combinades  han  tingut  èxit  en  nombrosos  càncers,  en 

quimioteràpia  convencional  com  amb  radioteràpia  o  teràpies  contra  dianes 

terapèutiques.  Per  exemple,  el  limfoma  de  Hodgkin  s’ha  pogut  curar  mitjançant 

l’administració combinada de mustargen, vincristina, procarbazina prednisona, mentre 

que  la  utilització  de  cada  fàrmac  per  separat  no  donava  pràcticament  cap  resultat 

positiu. També s’han combinat nombrosos fàrmacs amb la radiació ionitzant amb èxit, 

per exemple 5‐fluorouracil en el cas del càncer colorectal20 o cetuximab en el cas del 

càncer  de  cap  i  coll21.  També,  la  utilització  de  teràpies  dirigides  juntament  amb 

citotòxics  han  produït  respostes més  favorables  que  els  agents  per  si  sol,  com  per 

exemple, l’ús de bevacizumab  amb 5‐fluorouracil, leucovorina o oxaliplatí en el càncer 

colorectal22.  Per  tant,  sembla  raonable,  la  utilització  de  teràpies  combinades  per  al 

tractament del càncer, per tal d’incrementar l’efecte antiproliferatiu del tractament.  

 

Quan  un  o  més  fàrmacs  es  combinen,  i  cap  fàrmac  influencia  l’altre,  es 

produiria un efecte additiu. En canvi, quan dos fàrmacs s’influencien, sorgiria un efecte 

sinèrgic o antagonístic. En un efecte sinèrgic, l’efecte final és més potent que la suma 

dels efectes de tots dos fàrmacs per separat. Un efecte sinèrgic entre dos fàrmacs té 

un significat mèdic important, ja que vol dir que per a una dosi menor de fàrmac s’està 

aconseguint  el mateix  efecte  antiproliferatiu  i,  com  a  conseqüència menys  efectes 

secundaris i adversos per al pacient. S’ha argumentat molt sobre la teràpia combinada 

ideal. Molts  autors  apunten  cap  a  la  “inhibició  vertical”.  Un  exemple  podria  ser  la 

inhibició  de  PI3K, Akt  i mTOR  a  la  vegada.  En  canvi,  altres  autors  apunten  cap  a  la 

“inhibició  horitzontal”,  on  els  dos  fàrmacs  actuen  en  dues  vies  de  senyalització 

diferents  en  la que  existeix una  comunicació  i  així  es potencien els  seu  efectes. Un 

exemple  seria  l’efecte  sinèrgic  que  presenta  la  inhibició  de  mTOR  per  part  de 

Everolimus  en  combinació  amb  un  inhibidor  de MEK23,  degut  al  bucle  de  regulació 

creuat que existeix entre dues vies de senyalització. Fins i tot, es pot inhibir la mateixa 

molècula  mitjançant  diferents  mecanismes.  Per  exemple,  s’ha  trobat  que  la 

combinació  d’Imatinib  amb  altres  inhibidors  de  segona  generació  com  Nilotinib  o 

Dasatinib resulta efectiva degut a que aquests últims poden inhibir c‐kit aquells tumors 
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que  han  adquirit  resistències  a  Imatinib24.  Si més  no,  totes  tres  aproximacions  han 

donat com a resultat efectes sinèrgics esperançadors. 

 

En el càncer, un bon exemple de teràpia combinada, extensament explotada, és 

la  combinació d’inhibidors de RTK amb  la  radioteràpia  i amb altres  fàrmacs. Amb  la 

utilització d’inhibidors de RTKs es pot aconseguir una normalització del flux sanguini en 

el  tumor,  ja  que  s’inhibeixen  receptors  clau  en  l’angiogènesi,  els  VEGFRs  i  PDGFRs. 

Aquest  fet afavoriria  la distribució homogènia d’un  segon  fàrmac arreu en el  volum 

tumoral.  També,  s’han  utilitzat  els  inhibidors  de  RTKs  en  combinació  amb  la 

radioteràpia per dues raons. La primera és que  la normalització del  flux sanguini per 

part dels RTKs  fa desaparèixer  les zones d’hipòxia, amb  la qual cosa  l’aport d’oxigen 

arriba  fins  i  tot a  les  zones més allunyades  i  interiors del  tumor, augmentant‐se així 

l’eficàcia de  la  radiació  ionitzant,  la qual  requereix de  l’oxigen per  generar  espècies 

reactives  d’oxigen  i matar  les  cèl∙lules.  La  segona  és  perquè  se  sap  que  la  radiació 

ionitzant  pot  activar  nombroses  vies  de  supervivència,  ja  sigui  directament,  o 

indirectament activant o  induint  la síntesi de  lligands de factors de creixement o dels 

factors de creixement en  si. Amb  l’administració d’un  inhibidor de RTK  se  suprimiria 

aquest  efecte  indesitjat.  També  simplement,  l’ús  d’inhibidors  de  RTK’s  amb  altres 

fàrmacs podria fer baixar el llindar de susceptibilitat a mort o apoptosi de les cèl∙lules 

al fàrmac utilitzat o agent utilitzat. 

 

En aquesta  línia, són nombrosos els estudis que demostren com els  inhibidors 

de RTK’s poden alterar el flux sanguini  i millorar  la distribució de fàrmacs arreu en el 

tumor,  com  Imatinib25‐27,  Bevacizumab10  i  Sorafenib28.  Aquest  últim  treball  en  un 

model  in vivo de melanoma. També  s’ha utilitzat  la combinació d’inhibidors de RTKs 

com Sunitinib29, Sorafenib30 i inhibidors de EGFR (epidermal growth factor receptor)31, 

32  juntament  amb  la  radioteràpia,  veient‐se  un  efecte  avantatjós  amb  la  radiació 

ionitzant. A més, s’ha vist que els  inhibidors de RTK poden sensibilitzar a  la mort per 

nombrosos  agents  quimioterapèutics  i  fàrmacs.  Un  exemple,  n´es  la  utilització  de 

Sorafenib en combinació amb amb oxaliplatí, cisplatí, rapamicina,  l’inhibidor de Bcl‐2 

ABT‐737 i TRAIL33‐36. 

 

Pel que fa referència a la utilització d’inhibidors del proteasoma amb inhibidors 

de RTK, hi ha nombrosos  treballs en  la bibliografia que descriuen un efecte  sinèrgic 

entre aquestes dues  teràpies en una gran varietat de models cel∙lulars, com cèl∙lules 

de CML, glioblastoma, carcinoma hepàtic, adenocarcinoma pulmonar, carcinoma renal, 

càncer colorectal o càncer de mama. Per exemple, s’han utilitzat  inhibidors de EGFR 
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com  Gefitinib,  Vandetanib  i  Cetuximab  en  combinació  amb  Bortezomib37‐39.  També 

s’ha vist un efecte  sinèrgic amb  la utilització de  Imatinib  i Bortezomib40,  41, així  com 

amb  la  combinació de  Sorafenib  i Bortezomib42,  43. Moltes d’aquestes  combinacions 

han resultat avantatjoses perquè Bortezomib, per si sol, no s’ha mostrat suficientment 

capaç d’inhibir Akt, però, en canvi, combinant‐lo amb  inhibidors de EGFR ha permès 

una  inhibició  total  d’aquesta  via  de  senyalització.  D’altra  banda,  la  combinació  de 

Bortezomib  amb  Sorafenib  ha  donat  com  a  resultat  una  activació  de  la  via  d’estrès 

cel∙lular de  les JNK (stress‐ related c‐Jun NH2‐terminal kinase) o una sotaregulació de 

la  proteïna  antiapoptòtica Mcl‐1.  En  el  cas  d’Imatinib  i  Bortezomib,  la  combinació 

d’aquests dos  fàrmacs dóna  com  resultat una  sobreregulació de PP2A, un  regulador 

negatiu de Bcr‐Abl o bé una disminució de l’expressió i fosforil∙lació d’aquesta quimera 

oncogènica. En  la majoria de casos,  l’efecte sinèrgic s’ha fet patent per un  increment 

de  l’apoptosi,  observant‐se  així  un  increment  del  tall  de  caspases,  la  sortida  de 

citocrom C o  la disminució de  la proteïna antiapoptòtica Bcl‐2 amb  la combinació de 

tots dos fàrmacs, la qual no s’ha observat utilitzant els fàrmacs per separat. 

 

En conclusió, per totes aquestes evidències descrites anteriorment  i donada  la 

complexitat,  la  heterogeneïtat  i  la  connexió  existent  entre  moltíssimes  vies  de 

senyalització  intracel∙lulars  en  els  tumors,  és  raonable  anticipar  que  la  teràpia 

combinada dirigida, utilitzant diferents fàrmacs i agents, serà més potent i avantatjosa 

que  la  monoteràpia.  No  obstant,  s’ha  de  tenir  en  compte  certs  aspectes  com  la 

toxicitat a  l’hora d’introduir  les  teràpies  combinades. Per exemple, dos  teràpies que 

interaccionen  de  forma  sinèrgica  també  poden  induir  una  toxicitat  sinèrgica  en  el 

pacient.  Així  doncs,  s’haurà  de  buscar  un  balanç  entre  la  seva  toxicitat  i  la  seva 

potència  curativa.  La  utilització  de  teràpies  combinades  no  és més  que  una  petita 

aportació  al  que  serà  el  tractament  del  càncer  en  un  futur,  l’anomenada  teràpia 

personalitzada 
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2.   EL MELANOMA 

El melanoma és un  tipus de càncer de pell que consisteix en  la  transformació 

maligna dels melanòcits. Els melanòcits són unes cèl∙lules especialitzades situades en 

la membrana basal de l’epidermis que s’encarreguen de produir melanina, un pigment 

de la pell, ulls i cabell, la funció del qual és la de bloquejar els rajos ultraviolats solars, 

evitant que danyin el DNA cel∙lular. El melanòcit és una cèl∙lula dendrítica que en el 

seu origen deriva de la cresta neural i migra cap a la epidermis i el fol∙licle pilós durant 

l’embriogènesi.  

La  majoria  dels  melanomes  deriven  dels  melanòcits  de  la  pell  (melanoma 

cutani). Molt més rarament, existeixen melanomes que s’originen a l’iris o a la coroides 

(melanoma ocular), en  les mucoses anorectal, genital, oral, nasal, etc.  (melanoma de 

musoses) i fins i tot, en òrgans interns (melanoma de glàndula suprarenal, meninges o 

primari ganglionar). En  la pell, el melanoma sol  iniciar‐se en els melanòcits de  la unió 

dermoepidèrmica. Aquest tipus de melanoma s’anomena melanoma de novo, el qual 

és  esporàdic.  També  es  poden  originar  a  partir  d’una  lesió  preexistent,  com  per 

exemple,  un  nevus  congènit  o  un  nevus  displàsic.  Aquest  tipus  de  melanoma 

s’anomena melanoma sobre nevus. 

El  melanoma  no  és  una  malaltia  nova.  Ja  se’n  data  de  la  seva  existència 

centenars  d’anys  enrere.  Un  exemple  es  troba  en  un  examen  fet  el  1960  en  nou 

mòmies del Perú, amb una antiguitat al voltant dels 2400 anys. Aquestes presentaven 

signes evidents de melanoma: masses melàniques en metàstasis cutànies  i difoses als 

ossos.  L’any  1787,  John  Hunter  es  divulga  com  el  primer  en  operar  el melanoma 

metastàtic.  Malgrat  no  saber  exactament  el  que  era,  el  va  descriure  com  una 

excrescència fungosa cancerosa. El tumor extirpat es conserva actualment en el Museu 

Hunter del Col∙legi Real de Cirurgians d’Anglaterra. No va ser fins al 1968 que l’examen 

microscòpic de  la mostra  revelà que era un exemple de melanoma metastàtic. Més 

tard, el metge francès René Laennec fou el primer en descriure el melanoma com una 

entitat de la malaltia. El seu informe fou presentat inicialment durant una conferència 

de  la  Faculté  de Médecine  de  París  l’any  1804  i  fou  posteriorment  publicat  en  un 

butlletí l’any 1806. L’any 1857, William Norris va observar que existia una predisposició 

familiar  per  al  desenvolupament  del  melanoma,  tal  i  com  s’explica  en  el  primer 

informe  en  idioma  anglès  sobre melanoma:  vuit  casos  de melanosi  amb  patologia  i 

comentaris  terapèutics  sobre  la  malaltia.  El  primer  reconeixement  formal  del 

melanoma avançat com un tumor intractable va venir de la mà de Samuel Cooper l’any 

1840. Ell va afirmar que les possibilitats de supervivència depenien  considerablement 
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2.2  Incidència, epidemiologia i factors de risc en el melanoma 

El melanoma  és  el  càncer més  letal  de  tots  els  tipus  de  càncers  de  pell.  El 

melanoma només engloba el 4% de  tots els càncers de pell però n’és el responsable 

del 80% de morts d’aquests. Només el 14% dels pacients amb melanoma metastàtic 

sobreviu als cinc anys45. La  incidència del melanoma està  incrementant d’una manera 

alarmant, degut principalment a  l’ús recreatiu que se’n fa de  l’exposició solar. De fet, 

és el càncer que s’està incrementant més entre la població de pell clara arreu del món, 

incloent Europa i Estats Units46. L’augment anual de les taxes d’incidència varia entre el 

3 i el 7% en els diferents països de població de pell caucàsica47. 

 

Entre aquestes  zones geogràfiques, cal destacar que Austràlia  i Nova Zelanda 

són els països que presenten  la  incidència  i  la mortalitat   de melanoma més elevades 

del món. Entre els anys 1980  i 1987, a Queensland, Austràlia,  la taxa d’incidència era 

de  55,8  casos  per  100.000  habitants  per  any,  en  homes,  i  de  42.9  en  dones.  Amb 

aquesta  incidència,  el melanoma  a  Austràlia  s’ha  convertit  en  el  quart  tumor més 

freqüent en homes  i el tercer més  freqüent en dones. Actualment s’estima que 1 de 

cada 25 homes i 1 de cada 34 dones a Austràlia desenvoluparan un melanoma al llarg 

de  la  seva  vida48. A  Europa, existeix una diferència  clara entre el nord  i el  sud. Així 

mateix, els països nòrdics presenten 15 casos de melanoma per 100.000 habitants i per 

any, i els països de la conca mediterrània 6 casos per cada 100.000 habitants i per any, 

entre ells Espanya49. S’ha de dir, però, que en aquest països s’ha produït un augment 

important de melanomes en els últims anys. 

 

Aquestes  evidències  són  especialment  rellevants,  tenint  en  compte  diversos 

factors.  És  un  càncer  que  afecta  majoritàriament  a  gent  jove  i  de  mitjana  edat, 

metastatitza  amb  facilitat  i  és  altament  resistent  als  tractaments  antineoplàsics 

convencionals.  

 

Pel que fa a la mortalitat per melanoma, aquesta ha augmentat més ràpid que 

en  la  resta  de  càncers,  a  excepció  de  pocs.  No  obstant,  l’augment  de  la  taxa  de 

mortalitat  per melanoma  en  la  població  blanca  en  els  últims  anys  no  ha  estat  tan 

elevada com  la seva  taxa d’incidència. La  taxa de mortalitat anual varia de 1‐3 casos 

per 100.000 habitants en l’hemisferi nord fins a 5‐10 casos en països de l’hemisferi sud 

com Austràlia i Nova Zelanda. 
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Nombrosos  estudis  epidemiològics mostren  que  la  radiació  ultraviolada  solar 

(UVR,  ultraviolet  radiation)  és  el  principal  factor  de  risc  per  a  l’inici  del melanoma, 

principalment  els  rajos  de  tipus  B  (UVB,  ultraviolet  radiation  type B)50. Almenys,  és 

l’únic factor ambiental conegut. No obstant, els mecanismes a partir del quals  la UVR 

inicia el melanoma encara es desconeixen.  Es  creu que  la UVR pot predisposar  a  la 

transformació tumoral mitjançant diferents mecanismes. En primer lloc, se sap que la 

UVR,  en  ser  una  radiació  ionitzant,  incrementa  la  producció  de  radicals  lliures51  en 

l’entorn de la possible lesió, danyant diferents components cel∙lulars com el DNA i les 

proteïnes.  Especialment  la  pell,  n’és  una  diana  principal,  degut  a  la  seva  extensa 

superfície. Aquest fet, seria especialment rellevant si, a part, existeix una deficiència en 

la  reparació del dany  al DNA,  com per exemple, en el  cas del  síndrome heretat del 

xeroderma pigmentosum, on els individus afectats presenten una alta predisposició al 

melanoma. En segon lloc, la UVR indueix una supressió del sistema immune52, ja sigui 

per  la disminució de  les  cèl∙lules de  Langerhans,  afectant  el  sistema de presentació 

d’antígens,  com  per  a  disminució  dels  limfòcits  T.  Ambdós  fets  conduiran  a  la 

invisibilitat de les cèl∙lules ja tumorals per part del sistema immune.    

A  pesar  de  l’important  paper  que  tenen  els UVR  en  la  gènesi  de  novo  d’un 

melanoma,  no  s’ha  de  depreciar  la  impremta  genètica  de  cada  individu.  En  aquest 

sentit, s’han  identificat nombroses mutacions en determinats gens que augmenten el 

risc de patir el melanoma. Dins dels gens d’alta penetrància trobem els gens CDKN2A 

(cyclin‐dependent kinase inhibitor 2A)/INK4 i CDK4 (cyclin‐dependent kinase 4). El gen 

CDKN2A codifica per dos proteïnes depenent de les formes d’splicing: p16 i p14ARF (p14 

alternative  reading  frame);  també  coneguda  com  p19.  Ambdós  proteïnes  són 

reguladores negatives del cicle cel∙lular. p16 és un  inhibidor de CDK4, que al seu torn 

s’uneix a ciclina D i fosforil∙la pRB (retinoblastoma protein), el qual allibera els factors 

de  transcripció  E2F  que  promouen  la  transició  entre  les  fases  G1  i  S,  afavorint  la 

proliferació del melanòcits.   D’altra banda, p14ARF és un  inhibidor de MDM2  (murine 

double minute  2), que  al  seu  torn  accelera  la destrucció de p53.  La  pèrdua de p53 

comporta a la cèl∙lula un desajustament dels punts de control del cicle cel∙lular i en la 

capacitat d’induir apoptosi. La seva deleció  i mutació és altament prevalent en casos 

de melanoma  familiar53  (del 25 al 40%)  i comporta una desregulació severa del cicle 

cel∙lular, afavorint  la proliferació dels melanòcits. Pel que fa al gen CDK4, similarment 

amb el que passa amb el gen CDKN2A, participa també en una via de supressió tumoral 

i s’ha descrit igualment com un gen de susceptibilitat al melanoma. 
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protein  kinase  (Ras‐Raf‐Mek‐Erk).  Aquesta  via  regula  el  creixement  cel∙lular,  la 

proliferació  i  la diferenciació  en  resposta  a  varis  factors de  creixement,  citoquines  i 

hormones.  Les  mutacions  en  BRAF  són  més  comuns  en  aquells  melanomes  que 

ocorren  en  pell  que  ha  estat  exposada  al  sol  de  forma  intermitent.  El  81%  dels 

melanomes que ocorren en pell que no ha sofert una exposició crònica al sol presenta 

mutacions en BRAF57. Igualment que BRAF, NRAS es troba freqüentment mutat en els 

melanomes  que  ocorren  en  les mateixes  condicions.  En  canvi,  la majoria  d’aquells 

melanomes situats en zones no exposades crònicament al sol com els palmells de  les 

mans, soles dels peus (melanoma acral) i mucoses, juntament amb aquells melanomes 

ocorreguts en pell exposada crònicament al  sol, no presenten mutacions en BRAF ni 

NRAS.  

  De forma interessant, aquells melanomes amb BRAF i NRAS salvatge, presenten 

un número més elevat de còpies dels gens CDK4  i CCND1  (gen de  la ciclina D1). Tots 

dos gens codifiquen per proteïnes que participen en la fase G1 del cicle cel∙lular i que 

són activats per la via de les MAPKs57. 

  S’han  trobat mutacions  en  PTEN  en  el melanoma,  però  en  baixa  freqüència. 

PTEN  és  un  gen  supressor  tumoral  que  regula  negativament  la  via  Akt,  una  via  de 

proliferació i supervivència. 

  Recentment,  s’ha  trobat  amplificacions  somàtiques  del  gen  MITF 

(microphtalmia‐associated  transcription  factor)  en  el  15‐20%  dels  melanomes 

metastàtics58.  MITF  és  un  factor  de  transcripció  que  regula  la  diferenciació  del 

melanòcit. L’amplificació d’aquest contribueix a un nou mecanisme carcinogènic. 

  Pel  que  fa  al  gen  KIT,  Curtin  i  col∙laboradors59  van  trobar  que  el  39%  dels 

melanomes de mucoses, el 36% dels melanomes acrals i el 28% dels melanomes sobre 

pell amb dany solar crònic presentaven un augment en el número de còpies del gen 

KIT, mentres que aquells melanomes sobre pell sense dany solar crònic crònic no en 

presentaven. A més, el 79% dels  tumors amb mutacions en KIT  i el 53% dels  tumors 

amb múltiples còpies de KIT van mostrar un augment en els nivells de c‐Kit en  la fase 

de  creixement  vertical. Aquest  fet  indicaria que  l’increment de  l’expressió de Kit  és 

essencial  per  a  la  progressió  d’aquests melanomes.  Pel  que  fa  a mutacions  en  KIT, 

aquestes s’han descrit normalment en els melanomes acrals i de mucoses. 

  Recentment, s’han descrit mutacions en el gen que cofifica per la subunitat alfa 

de la proteïna GNAQ en el 50% dels melanomes uveals (oculars)60. QNAQ codifica per 

les  subunitats  alfa  de  les  proteïnes  G  de  classe  q,  les  quals  duen  a  terme  la 
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senyalització entre els receptors acoplats a proteïnes G i els seus efectors downstream, 

com per exemple Ras. 

 

2.3.1 Tumorogènesi i progressió tumoral del melanoma cutani. Mecanismes de 

transformació neoplàsica del melanoma cutani 

 

La progressió del melanoma cutani varia depenent  si el  seu origen és el d’un 

melanoma  de  novo  o  d’un  melanoma  sobre  nevus.  El  70%  dels  melanomes  són 

melanomes  de  novo  i  el  25%  restant  són  melanomes  que  ocorren  sobre  nevus 

preexistents. 

En  el  cas  dels melanomes  sobre  nevus,  s’han  establert  cinc  estadis  per  a  la 

transformació  i  progressió  tumoral  del  melanòcit,  basant‐se  en  criteris  clínics, 

histopatològics,  immunopatològics,  citogenètic  i  propietats  in  vitro:  (1)  nevus 

melanocític benigne, sense canvis displàsics, (2) nevus displàsic estructuralment atípic, 

(3) melanoma  primari  en  fase  de  creixement  radial  (RGF,  radial  growth  phase),  (4) 

melanoma primari  en  fase de  creixement  vertical  (VGF,  vertical  growth phase)  i  (5) 

melanoma maligne metastàtic.  Els  precursors  del melanoma,  tant  el  nevus  benigne 

com el nevus displàsic, es caracteritzen per una disrupció en  la melanina epidèrmica. 

Aquest  fet  comporta  un  increment  en  el  nombre  de melanòcits  en  relació  amb  els 

queratinòcits. Aquestes  lesions precursores poden progressar en el melanoma  in situ, 

el qual creix radialment i resta confinat en la epidermis. Aquesta fase es defineix com 

la RGF. En canvi, en la VGF, el tumor pot envair la capa més superficial de la epidermis i 

penetrar cap a  la dermis  i el  teixit subcutani,  travessant  la membrana basal. Es creu 

que  la  transició  desde  la  RGF  fins  a  la  VGF  és  un  pas  crucial  en  la  evolució  del 

melanoma  que  presagia  l’adquisició  de  la  capacitat  de metastatitzar,  la  qual  cosa 

determina  un mal  pronòstic.  En  relació  amb  l’esquema,  en  la  RGF,  les  cèl∙lules  de 

melanoma  requereixen  dels  factors  tròfics  sintetitzats  pels  queratinòcits  per 

sobreviure,  són  incapaces  de  créixer  independentment  de  substrat  i  són  no 

tumorigèniques. En  canvi,  les  cèl∙lules en  la VGF han aconseguit escapar del  control 

dels  queratinòcits,  han  establert  connexions  amb  els  fibroblasts,  han  adquirit  la 

capacitat  de  créixer  independentment  de  substrat  tròfic  i  són  altament 

tumorigèniques. 
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Més  tard, noves mutacions o delecions en el gen CDKN2A  i PTEN provocaran 

l’aparició  d’una  legió  premaligna,  el  nevus  displàsic.  La  pèrdua  de  funció  de  les 

proteïnes  codificades  per  aquest  gens  induiran  proliferació  i  supervivència  dels 

melanòcits.  A  partir  d’aquí,  la  futura  progressió  cap  a melanoma  s’ha  associat  a  la 

desdiferenciació, a  la baixada en  l’expressió de marcadors de melanoma regulats per 

MITF  i a  l’increment de  l’expressió de ciclina D1. En  la  fase de creixement  radial,  les 

cèl∙lules es caracteritzen per la presència de E‐cadherina, una molècula d’adhesió que 

interacciona amb els queratinòcits i impedeix la migració de les cèl∙lules des de la seva 

localització  intraepidèrmica.  La  fase  de  creixement  vertical  i  la  de  melanoma 

metastàtic va associada a canvis en el control de l’adhesió cel∙lular i en la capacitat de 

migració.  Així  doncs,  en  aquesta  fase  veiem  canvis  com  la  pèrdua  d’E‐cadherina, 

l’expressió de N‐cadherina, de  l’integrina αVβ3  i de MMP‐2  (metalloproteïnasa 2). La 

N‐cadherina és una molècula que interacciona amb els fibroblasts, macròfags i cèl∙lules 

endotel∙lials. Aquesta  interacció  facilitarà  la  intravasació  de  les  cèl∙lules malignes. A 

part,  també veiem canvis en  l’expressió de TRPM1  (gen de  la metastatina),  la  funció 

del qual es desconeix però se sap que predisposa a la disseminació del melanoma. Per 

últim,  l’expressió de survivina conferirà resistència a  l’apoptosi, en  inhibir  la formació 

de l’apoptosoma. 

 

  Pel que fa referència als melanomes de novo, el seu procés de tumorogènesi no 

transcorre de  igual manera que el detallat en  la figura 4. Els melanomes de novo, no 

s’originen a partir d’una  lesió premaligna. No apareix ni el nevus benigne ni el nevus 

displàsic. Aquests tipus de melanomes resulta d’una acumulació de exposició als UVR 

amb el  corresponent danys en els melanòcits d’aquella  regió de  la pell  (Fitzpatrick’s 

Dermatology in General Medicine, 7th Edition, 2008). 

 

2.4 Tipus clinicopatològics del melanoma cutani 

  No  tots  els  melanomes  són  iguals.  Existeixen  diferents  tipus  de  melanoma 

depenent  de  la  localització  del  tumor  original.  Així  trobem  el melanoma  cutani,  el 

melanoma de mucoses i el melanoma uveal o ocular, localitzats en la pell, mucoses i ull 

respectivament.  Val  a  dir,  que  la majoria  de melanomes  diagnosticats  són  d’origen 

cutani.  Així  mateix,  dins  dels  melanomes  cutanis  també  trobem  una  classificació 

atenent a la seva localització , aparença i a l’avaluació del tumor per part del patòleg.  

Els diferents tipus de melanoma cutani són els següents: 
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Melanoma d’extensió  superficial. És el més  comú en  la 

raça blanca i comprèn entre el 40 i el 70% dels casos. Pot 

aparèixer a qualsevol lloc del cos, incloent aquelles àrees 

no  exposades  a  la  UVR,  tot  i  que  sí  afectades  per 

cremades prèvies. S’assumeix que apareix a partir d’una 

piga  ja  existent.  La  seva mida  ronda  entre  1‐2  cm  i pot 

tenir un  límit  irregular. Pot ser que no quedi aixecat més 

enllà  de  la  pell.  És  marró  o  negre  i  en  pot  presentar 

d’altres com el rosa i el blau. Tendeix a créixer lentament, 

primer  en  una  fase  de  creixement  radial  i  després  de 

creixement vertical. Exemple de melanoma sobre nevus. 

Melanoma nodular.  Comprèn  entre  el  15%  i  el  30%  de 

tots  els  casos  de melanoma  cutani. Majoritàriament,  la 

seva localització és en el tronc. Originalment, apareix com 

un nòdul  i el seu color és normalment blau‐negre, gris o 

marró fosc, tot i que, de vegades pot presentar coloració 

rosa o de carn. Creix ràpidament i té un mal pronòstic, en 

presentar només fase de creixement vertical. 

Melanoma  sobre  lentigen maligne. Ocorre  en  el  4‐10% 

dels  casos  de  melanoma  cutani.  Es  desenvolupa  molt 

lentament,  en  anys  i  no  s’origina  a  partir  d’una  piga  ja 

existent. Apareix  normalment  en  aquelles  àrees  del  cos 

que han patit una exposició  solar molt  forta, com cara  i 

coll.  Normalment  és  pla  i  amb  límits  irregulars.  El  seu 

color sol ser marró  i negre  i pot esdevenir bastant gran, 

de 3 a 6 cm. És un exemple de melanoma de novo. 

Melanoma  lentiginós  acral. Comprén  entre  el 2  i  el  8% 

del  melanomes  en  la  població  caucàsica,  però  és 

significativament  més  freqüent  entre  la  població  afro‐

americana  i hispànica  (35‐90% dels melanomes). Sembla 

ser que  la UVR no  juga un paper  important en  l’aparició 

d’aquest melanoma. Aquest melanoma  se  sol  presentar 

en  els  palmells  de  la mà,  soles  dels  peus  i  sota  de  les 

ungles. És un melanoma pla, de coloració marró  fosca o 

negra, creix molt ràpidament i té un mal pronòstic. 
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2.5  Estadificació i pronòstic del melanoma cutani 

Un cop el melanoma s’ha generat, aquest passa per diferents etapes fins arribar 

a  l’etapa  final, que és  la metàstasi.  La American  Joint Cancer Commission utilitza un 

sistema  d’estadificació  del melanoma  (sistema  TNM) mitjançant  la  utilització  de  les 

següents dades clíniques  i histològiques: “T”: característiques del tumor  (gruix  ‐índex 

de  Breslow‐,  presència  o  no  d’ulceració,  número  de  mitosi/mm2);  “N”:  malaltia 

locorregional (cutània, subcutània, presència i número de ganglis limfàtics afectats i les 

característiques  d’aquests  –micro  o  macrometàstasis‐);  “M”:  presència  o  no  de 

metàstasis a distància. Així, permet classificar als melanomes en els diferents estadis 

clínics, tal i com es mostra en la taula 1. 

 

Estadi 
Sub‐
estadi 

Característiques 

0   
El melanoma solament es troba en la epidermis. Aquesta etapa també es 
denomina melanoma in situ. 

I 

IA 
Tumor de < 1mm de gruix, sense ulceració i amb un índex mitòtic menor 
a 1 mitosi/mm2. 

IB 
2  opcions:  Tumor  de  <  1mm  de  gruix,  amb  ulceració  i  amb  un  índex 
mitòtic d’almenys 1 mitosi/mm2. 
O tumor de 1‐2 mm de gruix, sense ulceració. 

II 

IIA 
2 opcions: tumor de 1‐2 mm de gruix, amb ulceració. 
O bé, tumor de 2‐4 mm de gruix, sense ulceració. 

IIB 
2 opcions: tumor de 2‐4 mm de gruix, amb ulceració. 
O bé, tumor de > 4 mm de gruix, sense ulceració. 

IIC  Tumor de > 4 mm de gruix, amb ulceració. 

III 

IIIA 
El  tumor  ha  afectat  a  1  gangli  limfàtic  regional  en  forma  de 
micrometàstasi (per tumors primaris de gruix ≤ 4mm i no ulcerats) 

IIIB 

3 opcions: ‐el tumor ha afectat a 2‐3 ganglis limfàtics regionals en forma 
de micrometàstasi (per tumors primaris de gruix > 4mm i ulcerats). 
‐El tumor s’acompanya de macrometàstasis limfàtiques regionals. 
‐El  tumor  s’acompanya  de  satel∙litosi  o  metàstasis  en  trànsit  sense 
afectació ganglionar. 

IIIC 

3 opcions: ‐el tumor ha afectat als ganglis limfàtics regionals en forma de 
macrometàstasi  o  s’acompanya  de  satel∙litosi  o  metàstasis  en  trànsit 
sense  afectació  ganglionar  (per  tumors  primaris  de  gruix  >  4mm  i 
ulcerats). 
‐Independentment  del  tipus  de  tumor  primari,  el  tumor  afecta  com  a 
mínim a 4 ganglis, produeix un massacot ganglionar, o s’acompanya de 
satel∙litosi o metàstasis en trànsit amb afectació ganglionar 

IV   
El  tumor  s’ha  disseminat  a  altres  òrgans  o  a  altres  ganglis  limfàtics 
distants del tumor original 

 

Taula 1. Classificació dels melanomes d’acord amb  la American  Joint Cancer Commission61, 
segons les dades clíniques i histològiques en relació amb les característiques del tumor.  
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L’índex de Breslow pot determinar el pronòstic  i  la supervivència dels malalts 

amb  melanoma.  Els  nivells  de  Clark  descriuen  la  invasió  de  la  tumoració  en  els 

diferents nivells cutanis. El nivell I descriu els tumors que estan només localitzats en la 

epidermis; el nivell II  indica que  la tumoració travessa  la unió dermo‐epidèrmica amb 

invasió de  la dermis papil∙lar; el nivell  III descriu  les  tumoracions que ocupen  tota  la 

dermis  papil∙lar  expandint‐la;  el  nivell  IV  indica  que  la  tumoració  infiltra  la  dermis 

reticular i el nivell V indica la invasió del teixit adipós subcutani. El pronòstic empitjora 

en augmentar el nivell, però té menys valor que el gruix determinat mitjançant l’índex 

de Breslow  i,  de  fet,  com  es  pot  veure  a  la  taula  1  ja  no  es  considera  a  la  darrera 

classificació de la AJCC del melanoma. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Representació dels índexs de Breslow i de Clark 

Punts de tall actuals de l’índex de Breslow:   ≤1,  1‐≤2,  2‐≤4,  >4 

 

 

2.6 Tractament del melanoma cutani 

  Depenent  de  l’estadi  en  què  es  trobi  el  melanoma,  s’apliquen  diferents 

tractaments. 

Tractament del tumor primari 

Un  cop  diagnosticat  el  melanoma  (per  sospita  clínica,  confirmada  per 

extirpació‐biòpsia  completa de  la  lesió, que  sempre  s’haurà d’haver  fet amb marges 

estrets, < 0,5 cm) procedim a ampliar quirúrgicament els marges de la cicatriu que ha 

deixat la biòpsia. La magnitud de l’ampliació de marges s’ajusta al gruix de Breslow del 

melanoma  segons  els  següents  criteris:  Breslow  0  (melanoma  in  situ):  ampliació 
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bilateral  de  0,5  cm,  Breslow  ≤1mm:  ampliació  bilateral  de  1  cm  i  Breslow>1 mm: 

ampliació bilateral de 2 cm. Y sempre arribant en fondària fins a la fàscia muscular.   

Per els melanomes amb T del TNM de tipus T1b o més (Breslow  ≤1 i ≥1mitosis/mm2 o 

amb ulceració  // Breslow >1 mm), en els que cal  fer  la biòpsia del gangli  sentinella, 

l’ampliació de marges es realitza de forma simultània a la biòpsia del gangli sentinella, 

per no modificar prèviament el drenatge limfàtic original del melanoma.  

 

En  cas  de  tumors  primaris  que  ocupin  grans  superfícies  o  es  localitzin  en  regions 

anatòmiques difícils, aquestes regles generals es poden ajustar a cada cas concret. 

 

 

Tractament de la malaltia locorregional 

 

‐  Tractament  de  les  metàstasis  ganglionars.    El  tractament  de  les  metàstasis 

ganglionars  també  és  bàsicament  quirúrgic.  Actualment,  el  buidatge  ganglionar 

complet o limfadenectomia mai es realitza de forma electiva (a cegues) sinó de forma 

selectiva,  és  a  dir,  basant‐se  en  l'evidència  de  metàstasi  a  aquest  nivell.  Aquesta 

evidència habitualment  s’obté de  l’estudi histològic del  gangli  sentinella, que  valora 

l’existència  de  micrometàstasi.  No  obstant  això,  alguns  pacients  ja  debuten  amb 

macrometàstasis ganglionars clínicament palpables que precisen limfadenectomia.  

 

  Les metàstasis ganglionars que es desenvolupen durant el curs de  la malaltia 

(no en el moment del diagnòstic), es tracten bàsicament de la mateixa manera. 

 

‐ Tractament de  les satel.litosis  i  les metàstasis en  trànsit. Aquest  tipus de malaltia 

locoregional  està  recollida  en  els  estadis  IIIB  i  IIIC  si  es  presenta  en  el moment  del 

diagnòstic,  però  és  més  freqüent  que  es  desenvolupi  durant  el  seguiment  dels 

pacients. El tractament estàndard consisteix en l'extirpació de les recurrències locals  i 

les  metàstasis  satèl∙lits  i  en  trànsit  sempre  que  sigui  possible.  Altres  possibles 

tractaments son 1) la perfusió regional aïllada d'extremitats amb citostàtics i citocines, 

2) criocirurgia, 3) electrocoagulació, 4) làser, 5) radioteràpia, 6) injecció intralesional de 

BCG, DNCB, interferó‐ o altres citocines, 7)  imiquimod tòpic etc.  

 

Altres tipus de malaltia  locorregional  inoperable, no abordables mitjançant els 

tractaments abans esmentats, es tracten de forma similar al melanoma disseminat  

 



                                                                                                                Introducció 

31 

Tractaments adjuvants o complementaris 

 

Són aquells que poden oferir‐se als pacients amb un risc mitjà o alt de recidiva 

(habitualment alt  risc, estadis  IIB,  IIC  i  III), en principi  lliures de malaltia una vegada 

extirpat el tumor primari i / o les metàstasis ganglionars. La seva finalitat seria evitar o 

retardar la recidiva (locorregional i / o a distància). 

 

‐ Interferó‐. Al nostre entorn s'utilitza la pauta d'interferó‐ a dosis altes descrita per 

Kirkwood al 1996. Malgrat  la  seva alta  toxicitat, és un dels pocs  tractaments en que 

s'ha demostrat un  augment del  temps  lliure de malaltia  i,  amb  forces discrepàncies 

entre estudis, un molt discutit augment de la supervivència.  

 

‐ Radioteràpia. Hi ha treballs que han demostrat la seva utilitat, evitant o retardant la 

recaiguda  local  després  de  la  dissecció  ganglionar  terapèutica,  quan  existeixen 

múltiples  ganglis  afectes  (núm.  3‐4)  o  quan  hi  ha  ruptura  capsular.  Si  el malalt  és 

tributari  de  tractament  amb  interferó‐,  s’han  d’utilitzar  estratègies  que  evitin  la 

toxicitat sinèrgica d’ambdós tractaments. També es considerarien aquestes indicacions 

en cas de recidiva ganglionar, un cop tractada quirúrgicament. 

 

Altres tractaments adjuvants amb immunoteràpia cel∙lular o teràpies enfront a 

molècules diana tant sols s'han d’emprar en el context d'assajos clínics. 

 

 

Tractament del melanoma disseminat 

 

Molt  pocs  pacients  presenten  metàstasi  a  distància  en  el  moment  del 

diagnòstic que els  situïn en un estadi  IV.  La majoria de  les metàstasis a distància es 

manifesten en els primers 2‐3 anys  i el 94‐99% abans dels primers 10 anys.   De totes 

maneres el maneig dels pacients en estadi IV des de l’inici o el dels que desenvolupen 

malaltia metastàtica amb posterioritat és superposable. També es poden utilitzar  les 

mateixes  estratègies  per  pacients  amb  malaltia  locorregional  irresecable  i  no 

subsidiària dels tractaments anteriorment esmentats.  

El melanoma cutani, un cop disseminat, és una malaltia altament resistent als 

tractaments antineoplàsics convencionals com ara  la quimioteràpia o  la radioteràpia. 

Fins  fa poc  la Dacarbazina  (DTIC) seguia sent el tractament estàndard per als malalts 

amb melanoma metastàtic amb una  taxa de  respostes objectives únicament del 10‐
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20%  i  de  respostes  completes menor  al  5%,  de  només  6‐8 mesos  de  durada62.  Als 

Estats Units, altra possibilitat per pacients  joves  i amb bon estat general, era  la  IL‐2 

recombinant EV  i a dosis altes, força tòxica, però amb  la que es poden aconseguir un 

percentatge molt baix però durador de remissions complertes. En conjunt, per això, el 

melanoma disseminat es  continua  considerant una malaltia mortal en  la major part 

dels casos per el que s'estan investigant intensament noves estratègies terapèutiques. 

  

Just en els darrers 2‐3 anys, la investigació sobre dianes moleculars al melanoma sobre 

les quals es pugui actuar farmacològicament està començant a donar els seus primers 

fruits. De tots els fàrmacs assajats fins ara en pacients amb melanoma disseminat, els 

que han aconseguit millors resultats són els inhibidors de la mutació V600E de BRAF en 

els melanomes  portadors  de  la mateixa  (aprovat  per  la  FDA  al  agost  del  2011),  els 

inhibidors de l'activitat tirosina‐cinasa de c‐Kit en melanomes amb mutacions d'aquest 

gen  i els anticossos anti‐CTLA‐4  (aprovat per  la FDA al març del 2011  i per  la EMA al 

juliol  del  2011),  inhibidors  dels mecanismes  de  immunotolerància. No  obstant  això 

encara queden molts problemes per resoldre, com la ràpida adquisició de resistències 

enfront els dos primers  tipus de  fàrmacs o  la manca de biomarcadors predictius de 

resposta davant de l'últim d'ells  

 

Altres possibles tractaments son el tractament quirúrgic de les metàstasi úniques (molt 

recomanable  i  acceptat  en  determinades  situacions),  la  radioteràpia  pal∙liativa  i 

tractaments experimentals com  la  immunoteràpia cel∙lular  i altres, sempre dintre de 

protocols experimentals o assajos clínics.  
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3.1 Alteracions moleculars del carcinoma d’endometri 

  Com  molts  càncers  epitelials,  el  EC  resulta  de  l’acumulació  de  diferents 

alteracions genètiques i epigenètiques en oncogens, gens supressors de tumors o gens 

involucrats  en  la  reparació  del  DNA.  Aquesta  acumulació  és  la  responsable  de  la 

transició d’un endometri normal a  la hiperplàsia  i al carcinoma. Un cop el tumor s’ha 

desenvolupat, noves alteracions moleculars  tindran  lloc en els diferents subclons del 

tumor. Aquestes noves alteracions són les responsables de la heterogeneïtat, la invasió 

i la metàstasi tumoral. 

  Depenent del  tipus de carcinoma d’endometri,  tipus  I o  tipus  II, es presenten 

unes  alteracions moleculars  o  unes  altres.  Els  carcinomes d’endometri  de  tipus  I  es 

caracteritzen  perquè  presenten  Inestabilitat  de  Microsatèl∙lits  (MI,  Microsatellite 

Instability),   mutacions en PTEN, PI3KCA, KRAS  i CTNNB1, mentre que els de  tipus  II 

presenten Inestabilitat Cromosòmica i mutacions de p5366. Aquestes alteracions poden 

aparèixer  soles  o  coexistir  amb  altres  en  el mateix  tumor.  Donat  que  els  EEC  són 

majoritaris,  passarem  a  explicar  les  mutacions  típiques  d’aquests  carcinomes 

d’endometri. 

  La MI  juga  un  paper  important  durant  la  transformació  del  CEE  en  etapes 

inicials del tumor. Aquesta s’associa a una deficiència del gens de reparació durant  la 

còpia del DNA. Els microsatèl∙lits són regions del DNA consistents en  la seqüència de 

dos  nucleòtids  repetides  en  tàndem  i  degut  a  la  seva  naturalesa  de  nucleòtids  són 

especialment susceptibles a sofrir mutacions. Normalment, les mutacions ocorregudes 

en els microsatèl∙lits no tenen cap conseqüència biològica perquè  la majoria estan en 

zones  no  codificants  del  DNA.  Però  algunes  vegades  hi  ha  insercions,  encara  que 

només siguin d’un nucleòtid en zones codificants  i aquestes són perilloses. L’aparició 

d’aquestes mutacions estan associades a la progressió dels EEC. Existeixen gens diana 

que queden freqüentment afectats en el EEC, que són els gens que codifiquen per TGF‐

βRII  (transforming growth factor β receptor  II),  IGFIIR  (insulin growth factor receptor 

II),  hMSH3,  hMSH6  i  Bax.  Aquests  gens,  curiosament,  presenten  varies  repeticions 

d’algun nucleòtid. Quan es produeix un error en  la còpia del DNA en aquest gens pot 

canviar  la  seva  pauta  de  lectura,  produint‐se  una  proteïna  truncada  o  aberrant. 

Aquestes  proteïnes  participen  en  l’apoptosi,  la  reparació  del  DNA  i  en  vies  de 

senyalització cel∙lulars de proliferació. La MI apareix en un 20% dels EEC. 

  Els EEC també presenten mutacions de guany de funció en KRAS, en un 10‐30% 

dels casos. Les mutacions en aquest gen ocorren normalment en els codons 12  i 13  i 

apareixen en estadis molt  inicials del  tumor. De  fet,  ja  s’observa en  les hiperplàsies. 
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KRAS és una proteïna que pertany a la família de les proteïnes Ras, que participen en la 

via de les MAP cinases. 

  Pel que fa a PTEN, es troba silenciat en el 30‐60% dels EEC. Es creu que pot ser 

per mutacions  somàtiques,  per  pèrdua  d’heterozigositat  o  per  una  desmetilació  del 

promotor. La mutació en PTEN s’ha observat ja en les hiperplàsies, cosa que suggereix 

que és un  fenòmen  inicial per al desenvolupament d’un EEC. Pten  (phosphatase and 

tensin  homolog)  és  un  gen  supressor  de  tumors.  Actua  en  sentit  contrari  a  PI3K 

(phosphatidylinositol 3‐kinase), desfosforilant els PIP3 en PIP2,  regulant negativament 

així la via de senyalització de la PI3K/Akt. 

  El gen codificant per β‐catenina (CTNNB1) és un gen que es troba mutat en el 

EEC, en un 30%. És una mutació que té  lloc en moments més avançats del EEC. La β‐

catenina és un component del complex E‐cadherina‐catenina, el qual és essencial en la 

diferenciació  i el manteniment d’una  arquitectura  tissular normal.  Les mutacions de 

CTNNB1 provoquen una estabilització  i una acumulació de β‐catenina en citoplasma  i 

nucli i participen en la transducció de senyal i l’activació transcripcional, a través de la 

formació  de  complexes  de  DNA‐proteïnes  unidores  de  DNA.  Quan  β‐catenina  està 

hiperactivada augmenta  la expressió de metal∙loproteïnasa 7  i de ciclina D1. Aquests 

dos  fenòmens  podrien  jugar  un  paper  important  en  l’establiment  d’un microentorn 

necessari per la iniciació i manteniment del creixement del tumor i la seva metàstasi. 

  Finalment,  la  freqüent  alteració  de  la  via  PI3K/Akt  en  el  EEC,  pot  ser  tant 

deguda a les alteracions observades en  PTEN, com a mutacions de guany de funció de 

PI3K,  induint  la seva activació constitutiva. Les mutacions en PI3K són presents en el 

CEE en un 30% dels casos. 

  Així doncs,  sembla  ser que per  la  transformació dels  EC  sigui necessària una 

acumulació  de  diferents mutacions,  les  quals  tenen  lloc  en moments  ben  definits 

durant la evolució del tumor. 
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Figura  6.  Principals  alteracions  moleculars  dels  carcinomes  d’endometri  endometrioides. 
Inestabilitat  de Microsatèl∙lits  (MI), mutacions  en  PTEN,  β‐catenina  i  KRAS.  (Modificat  de: 
Matias‐Guiu X. et al. Human Pathology, 2001, 32:569‐77)66. 

 

 

3.2 Tractament del carcinoma d’endometri 

  La histerectomia  abdominal  (l’extirpació quirúrgica de  l’úter)  i  l’ooforectomia 

bilateral  (l’extirpació  dels  dos  ovaris)  és  l’aproximació  terapèutica més  comuna  del 

carcinoma d’endometri. Aquest  és  el  tractament primari.  Els  carcinomes  en estadi  I 

que  tenen un  alt  risc de  recurrència  i  aquells en estadi  II  s’operen quirúrgicament  i 

s’administra  radioteràpia de manera conjunta. La quimioteràpia  se  sol considerar en 

alguns casos dels estadis III i IV. Els carcinomes d’endometri que es troben confinats en 

l’úter  (estadi  I) presenten  al  voltant d’un  80%  de  supervivència63.  En  canvi, quan  el 

carcinoma d’endometri es troba en estadi avançat té un pronòstic molt pobre. 

El  tractament  quimioterapèutic  del  carcinoma  d’endometri  continua  sent  el 

mateix des de fa anys, sense variació depenent del tipus de carcinoma (tipus  I  i tipus 

II). Aquest consisteix en  l’administració de progesterona67 o del tractament combinat 

amb doxorubicina  i cisplatí68, els quals no presenten un alt percentatge de respostes. 

En  general,  els  resultats  dels  tractament  no  han millorat  des  de  fa  30  anys69.  Per 

aquesta  raó,  la cerca de noves dianes  terapèutiques en el carcinoma d’endometri és 

essencial i conforma un dels eixos principals d’investigació. 

 

 

PTEN   30‐60%

β‐catenin   28‐35% 

MI   20‐30% 

KRAS   10‐30% 

PI3KCA   30% 
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4. MORT CEL∙LULAR PROGRAMADA 

  El cos humà d’una persona adulta genera al voltant de 60 bilions de cèl∙lules 

cada dia  i a la vegada un nombre similar moriran cada dia per assegurar  l’homeòstasi 

tissular  mitjançant  un  procés  altament  regulat  conegut  com  a  mort  cel∙lular 

programada  (PCD, programmed  cell death). Aquest procés es  coneix avui dia  com a 

apoptosi. A més, la PCD juga un paper clau durant el desenvolupament embrionari, en 

processos proliferatius  i permet el correcte funcionament del sistema  immune. No és 

d’estranyar, doncs, que la seva desregulació estigui implicada en processos patològics 

com les malalties autoimmunes, el càncer i la neurodegeneració. 

  La primera descripció morfològica de la mort cel∙lular que anomenem apoptosi 

va venir de la mà de Walther Flemming l’any 1885, el qual va descriure els trets típics 

d’aquesta  mort:  encongiment  cel∙lular,  fragmentació  nuclear  i  formació  de  cossos 

apoptòtics. Més  tard, en els  anys 60, el patòleg  John Kerr  juntament amb el Alister 

Currier,  van  anomenar per primera  vegada  apoptosi  a  la mort  cel∙lular  inusual  vista 

durant el dany isquèmic hepàtic en rates70. En els anys 80, Horvitz va ser el primer en 

desvelar els  aspectes més  fonamentals de  la biologia de  l’apoptosi, utilitzant  com  a 

model el nematode Caenorhabditis elegans71.  

 

  Avui en dia, gràcies als experiments  inicials de Kerr  i altres autors, se sap que 

els  canvis  morfològics  que  caracteritzen  l’apoptosi  són  l’encongiment  cel∙lular 

(picnosi),  la  condensació  de  la  cromatina,  la  fragmentació  cel∙lular  en  cossos 

apoptòtics,  la pèrdua del potencial de  la membrana mitocondrial,  la  lobulació de  la 

membrana plasmàtica (blebbing) i  el manteniment dels orgànuls intactes. Més tard, es 

van  observar  altres  trets  bioquímics  com  el  trencament  del  DNA 

internucleosomalment  i  la  externalització  del  lípid  de  membrana  plasmàtica 

fosfatidilserina,  el  qual  funciona  com  un  senyal  que  és  reconegut  per  les  cèl∙lules 

fagocítiques per tal de fagocitar cèl∙lules apoptòtiques. 

 

  Una  cèl∙lula  pot  sofrir  apoptosi  a  través  de  diferents mecanismes.  Les  vies 

clàssiques  de  mort  apoptòtica  són  aquelles  que  transcorren  a  través  de  la  via 

extrínseca o dels receptors de mort i a través de la via intrínseca o via mitocondrial. En 

aquestes dues  vies hi participen unes proteïnes anomenades  caspases. Hi ha  també 

una  altra  via menys  coneguda  anomenada mort  cel∙lular  independent  de  caspases. 

Com el seu nom indica és una via que transcorre sense la participació de les caspases, 

sinó que requereix l’activació d’altres proteïnes. 
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4.1 Mort cel∙lular dependent de caspases 

  En  la mort  cel∙lular  dependent  de  caspases  hi  participen  principalment  unes 

proteases  pertanyents  a  la  família  de  les  caspases  (Cystein  Aspartae  proteases). 

Aquestes  proteïnes  presenten  una  elevada  homologia  entre  elles  i  estan  altament 

conservades evolutivament des dels nematodes, hidres i insectes fins als humans72. Les 

caspases tenen en el centre actiu el residu cisteïna i són sintetitzades en la seva forma 

inactiva,  com a  zimògens. Durant el  transcurs de  l’apoptosi  seran activades per  talls 

proteolítics  i  seran  responsables  de  molts  canvis  morfològics  i  bioquímics  de 

l’apoptosi73.  Les  caspases  a  la  vegada  tallaran  altres  substrats,  sempre després d’un 

residu aspàrtic. 

 

4.1.1 Les caspases 

  La  importància  de  les  caspases  en  l’apoptosi  va  ser  descoberta  per  Horvitz, 

gràcies al  seu  treball amb Caenorhabditis elegans, on es  va  veure que el gen CED‐3 

(cell‐death abnormality‐3) codificava per una cisteïna proteasa i era indispensable per 

aquella mort  apoptòtica descrita  en un primer moment. Més  tard,  es  va  veure que 

aquest gen tenia una altra similitud amb al gen ICE (interleukin‐1β converting enzyme), 

que es va trobar en humans i que codificava per la caspasa‐174, 75. La caspasa‐1 va ser la 

primera caspasa que es va identificar. Des de llavors s’han identificat catorze caspases 

més, onze de les quals es troben en humans. 

 

  Les caspases  i els seus homòlegs han estat descrits en múltiples espècies, que 

inclouen el nematode, la mosca del vinagre Drosophila melanogaster76, la mosca de la 

fruita Spodoptera frugiperda77 i el llevat Saccharomyces cerevisiae78. 

 

  Les caspases es poden dividir atenent a  la  seva estructura o a  la  seva  funció. 

Segons la seva estructura trobem caspases amb prodomini N‐terminal curt (3, 6, 7 i 14) 

o caspases amb prodomini N‐terminal  llarg (1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11  i 12). Les caspases 

que  tenen  prodominis  llargs  poden  contenir  dominis  d’interacció  proteïna‐proteïna 

que  juguen un paper  important en  la  seva  activació,  com el domini CARD  (caspase‐ 

activation recruitment domain) en  les caspases 1, 2, 4, 5, 9, 11  i 12 o el domini DED 

(death  effector  domain)  en  les  caspases  8  i  10.  Les  caspases  amb  domini  DED 

s’autoactiven per proximitat en grans complexos proteics que recluten els prodominis 

llargs  de  les  caspases,  com  són  l’apoptosoma,  el  DISC  (death  inducing  signaling 

complex), el PIDDosoma  i els  inflasomes que  contenen  caspasa‐179.  Les  caspases de 
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  Segons la seva funció, trobem caspases que intervenen en l’apoptosi o caspases 

que  no  hi  intervenen  i  que  poden  participar  en  altres  funcions  com  la  resposta 

inflamatòria.  Set  de  les  catorze  caspases  conegudes  en  mamífers  participen  en 

l’apoptosi. Dins d’aquestes trobem les caspases iniciadores (2, 8, 9 i 10) i les caspases 

executores (3, 6  i 7). Les caspases  iniciadores es caracteritzen per tenir un prodomini 

més  llarg  i ser  les que  inicien el procés apoptòtic  i  les caspases executores  tenen un 

prodomini  curt  i  són  les  responsables de  tallar múltiples molècules  implicades en  la 

mort cel∙lular80. 

  Les caspases poden actuar tant en la via extrínseca com en la via intrínseca de 

l’apoptosi. Hi ha unes caspases que específicament participen en una via i d’altres que 

participen en  l’altra  via. Depenent dels  senyals  cel∙lulars,  s’activarà una  via o  l’altra. 

Totes dues vies estan interconnectades. 

 

4.1.2 La via extrínseca de l’apoptosi 

  La via extrínseca de  l’apoptosi,  també coneguda com  la via dels  receptors de 

mort  és  la  responsable  de  l’eliminació  de  cèl∙lules  durant  el  desenvolupament 

embrionari, de  la regulació del sistema  immune pel que fa   a  la seva maduració  i a  la 

eliminació de  les cèl∙lules tumorals. Aquesta via causa apoptosi com a resposta de  la 

unió  dels  receptors  de mort  als  seus  lligands  i  és  executada  pels  receptors  de  la 

superfamília del TNF (tumor necrosis factor). 

  Després de la descoberta del TNF als anys 60, es van identificar dues famílies de 

gens que  codificaven per 18  lligands  i   28  receptors. Tots  aquests  receptors  formen 

part  de  la  família  del  TNF.  Els  més  coneguts  són  TNFR‐1  (tumor  necrosis  factor 

receptor‐1), el receptor FAS o CD95, FASL o CD95L (els seu lligand) i els receptors 1 i 2 

de TRAIL (TNF‐related apoptosis inducing ligand)81, DR4 i DR5. 

  Després de  la unió dels  lligands als seus receptors es recluta  la proteïna FADD 

(Fas‐associated death domain containing protein) a l’extrem citosòlic del receptor per 

un mecanisme complex que  implica unió entre diferents dominis de mort (DD, death 

domains). A  la vegada FADD, recluta  i activa caspasa 8  i/o caspasa 10. Depenent dels 

lligands  i  els  receptors  que  facin  l’interacció  s’activaran  diferents  complexes.  Per 

exemple, la unió de FASL al receptor FAS reclutaria el complex anomenat DISC, format 

per FADD i caspasa 8. Amb el tall de la caspasa 8 i/o 10 s’activaria l’apoptosi81. 
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  Una  vegada  la  cèl∙lula  ha  rebut  el  senyal  per morir,  s’activaran  una  sèrie  de 

proteïnes i el mitocondri patirà una sèrie de canvis que donaran lloc a la mort cel∙lular. 

Durant  aquest  procés  es  produeix  un  fet  clau  en  el  mitocondri  que  és  la 

permeabilització de la membrana mitocondrial externa degut a un canvi del potencial 

de membrana,  la qual cosa  farà que varies proteïnes com citocrom c, AIF  (apoptotic 

inducing  factor)  i  Smac/Diablo  s’alliberin  a  al  citosol  i  es  pugui  induir  la  mort 

apoptòtica. En aquesta via hi participen la caspases 3, 6, 9 i 7.  

Durant la via extrínseca hi té lloc l’assemblatge de l’apoptosoma. L’apoptosoma 

és  un  complex  multiproteic  heptamèric  d’aproximadament  1,4  MDa  (Mili  Dalton). 

L’inici de  la  formació de  l’apoptosoma  comença amb  la unió del  citocrom  c a  l’ATP. 

Aquesta  unió  produeix  la  oligomerització  del  cofactor  Apaf‐1  (apoptotic‐protease‐ 

activating  factor‐1),  que  recluta molècules  de  procaspasa  9. Un  cop  totes  aquestes 

molècules  han  quedat  reclutades  totes  juntes,  el  complex  format  en  resulta  ser 

l’apoptosoma86, 87. 

  Apaf‐1, el component principal de l’apoptosoma, va ser originalment identificat 

com un homòleg de CED4 de Caenorhabditis elegans. Aquesta proteïna es  va  veure 

que actuava com a cofactor per l’activació de caspasa 3 dependent d’ATP86. Apaf‐1 té 

tres dominis diferents, un domini CARD  a l’extrem N‐terminal, un gran domini d’unió a 

nucleòtid i dos dominis WD40 a l’extrem C‐terminal. El domini CARD és necessari per al 

reclutament i l’activació de caspasa 988 i el domini WD40 servirà per unir el citocrom c 

que ha estat alliberat al  citosol89. Un  cop unit al  citocrom c, Apaf‐1 multimeritzarà  i 

s’associarà amb la procaspasa 9, formant l’apoptosoma i aquest resultarà en l’activació 

de les caspases executores 3, 6 i 787. L’apoptosoma és una roda de set braços, amb un 

nucli  central que  conté  el domini de  reclutament de procaspasa  9, que  està unit  al 

domini CARD de Apaf‐1  i amb una molècula de citocrom c a cada braç. Es creu que 

l’activació de la caspasa 9 és anàloga a l’activació de la caspasa 8, es a dir, a través de 

una transició de monòmer a dímer. 
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4.1.4.1 Les proteïnes homòlogues a Bcl‐2  

  Les proteïnes homòlogues de Bcl‐2  tenen efectes oposats. Mentres Bcl‐2, Bcl‐

XL,  Bcl‐W,  A1, Mcl1,  Bcl‐RAMBO,  Boo  i  Bcl‐G  inhibeixen  l’apoptosi,  Bax,  Bak  i  Bok 

promouen l’apoptosi.  

  Bcl‐2,  Bcl‐XL  i  Bcl‐W  inhibeixen  potentment  l’apoptosi  en  resposta  a  molts 

insults  citotòxics  com,  per  exemple,  la  irradiació  gamma  o  ultraviolada,  fàrmacs 

quimioterapèutics o la deprivació de factors tròfics95. 

  Sembla  ser  que  Bax  i  Bak  són  crucials  per  induir  la  permeabilització  de  la 

membrana  externa  mitocondrial.  D’aquesta  manera  poden  alliberar‐se  molècules 

apoptogèniques (com el citocrom c i SMAC/DIABLO, les quals conduiran a l’activació de 

caspases. Els membres antiapopòtics, com Bcl‐2 i Bcl‐XL, inhibeixen Bax i Bak. A més a 

més,  s’ha  vist  que  aquestes  proteïnes  poden  quedar  inhibides  per membres  de  la 

família BH3‐only,  ja sigui mitjançant  la unió directa amb Bcl‐2 o amb altres proteïnes 

antiapoptòtiques96. En   canvi, un altre model proposa que Bax  i Bak poden activar‐se 

directament  gràcies  a  algunes  proteïnes  BH3‐only,  com  Bim,  tBid  (truncated  Bid)  i 

Puma97. 

  Bax  i Bak poden promoure  l’activació de caspases mitjançant els seus efectes 

en  el  mitocontri.  Ja  sigui  directament  o  indirectament,  aquestes  dues  proteïnes 

proapoptòtiques  indueixen  l’alliberament de proteïnes des de  l’espai  intermembranal 

al  citosol98. Aquesta permeabilització de  la membrana externa mitocondrial provoca 

l’alliberament de citocrom c i altres proteïnes solubles. Està àmpliament acceptat que 

Bax  i  Bak  poden  formar  porus  en  la  membrana  mitocondrial  gràcies  a  la  seva 

oligomerització,  procés  que  es  pot  veure  afavorit  pel  paper  que  poden  jugar  altres 

membres  BH3‐only  com  Bad  o  Noxa,  les  quals  interaccionen  amb  proteïnes 

antiapoptòtiques com Bcl‐2  i Bcl‐XL
99. No obstant,  la naturalesa bioquímica d’aquests 

porus  i com  les proteïnes antiapoptòtiques poden  regular‐los encara és un  fenomen 

poc conegut100. Es creu que Bax podria interaccionar amb components del PTP (Porus 

transitori  de  permeabilitat)  com  per  exemple  la  proteïna VDAC  (Voltage‐dependent 

anion  channel)  per  crear  un  canal  més  gran  i  poder  provocar  així  la  total 

permeabilització de la membrana externa mitocondrial101, 102. 
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4.1.4.2 Les proteïnes BH3‐only 

Les proteïnes BH3‐only tenen un paper proapoptòtic i funcionen com a sensors 

d’estímuls apoptòtics, els quals provenen de diferents processos cel∙lulars. 

  Una  característica  interessant  d’aquestes  proteïnes  és  que  no  poden 

desencadenar mort apoptòtica en absència de Bax i Bak i, per tant, la seva funció l’hem 

de situar dalt de la via de senyalització. 

   L’expressió  de  proteïnes  BH3‐only  poden  ser  induïdes  per  factors  de 

transcripció. Per exemple, Noxa i Puma són induïts per p53, com a resposta al dany en 

el DNA103‐105. Bim pot ser induït per FOXO3A com a resposta a la deprivació de factors 

tròfics106 i pel factor de transcripció CEBPα o CHOP, com a resposta a l’estrès en reticle 

endoplasmàtic107.  

  Les  proteïnes  BH3‐only  també  poden  ser  activades  post‐transcripcionalment. 

Per exemple, s’ha vist que Bad pot ser activada per una pèrdua de fosforil∙lació deguda 

a  la  deprivació  de  factors  tròfics108.  Bid  pot  ser  activat  per  proteòlisi  gràcies  a  la 

caspasa  8,  convertint‐se  en  tBid109,  110.  Bim  activar‐se  gràcies  a  l’alliberament  del 

complex motor de la dineïna111 o degut a la pèrdua de fosforil∙lació per part de les ERK. 

Aquest fet fa que Bim sigui ubiquitinitzat  i degradat via proteasoma, cosa que ocorre 

en cèl∙lules sanes112, 113. Bmf s’activa per l’alliberament dels complexos motors actina‐

miosina114. Per últim, Bik s’activa per un mecanisme no molt conegut, com a resposta a 

la  inhibició de  la  síntesi proteica115.  El  fet que Bim  i Bmf  tinguin  aquesta  forma  tan 

peculiar  d’activació  es  deu  a  que  aquestes  proteïnes  es  troben  associades  als 

microtúbuls i citoesquelet d’actina respectivament111, 114. 

  Les  proteïnes BH3‐only  indueixen  la mort  a  través  de  la  seva  unió  al  domini 

receptor  d’altres  membres  de  la  família  Bcl‐2.  Aquests  els  poden  inhibir  si  són 

membres antiapoptòtics o al contrari, activar‐los, si són membres proapoptòtics. 

 

4.2 Mort cel∙lular independent de caspases 

  La  mort  cel∙lular  independent  de  caspases  és  aquell  tipus  de  mort  que 

transcorre  sense  l’activació de  les  caspases.  El principal  executor d’aquesta mort  és 

AIF, tot i que també Endonucleasa G/Endo G és capaç d’induir‐la. 
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4.2.1 AIF 

  Recentment, s’ha vist que el mitocondri, apart d’alliberar factors apoptogènics 

com  citocrom  c,  també  és  capaç  de  permetre  la  sortida  de  factors  involucrats  en 

l’apoptosi independent de caspases, com AIF i endonucleasa G116‐118. 

  AIF  és  una  flavoproteïna  de  la membrana mitocondrial  externa  que  juga  un 

paper  clau  en  la  regulació  de  l’apoptosi  independent  de  caspases119‐121.  Aquesta 

proteïna  va  ser  identificada  i  caracteritzada  en  el  laboratori  del  Dr Guido  Kroemer 

mentre s’estaven examinant processos apoptòtics en diferents sistemes cel∙lulars. En 

aquests experiments, els sobrenedants provinents d’extractes mitocondrials, en la qual 

la  permeabilització  va  estar  induïda,  es  va  veure  que  podien  dur  a  terme  una 

condensació  de  la  cromatina  en  nuclis  de  cèl∙lules  HeLa122.  Aquest  factor  soluble, 

reponsable d’aquesta activitat, va ser identificat com a una proteïna mitocondrial que 

podia translocar als nuclis després d’un estímul apoptòtic per a  induir  la condensació 

de  la  cromatina  de  manera  caspasa‐independent116.  AIF  va  obrir  la  porta  cap  al 

coneixement d’una nova mort cel∙lular que podria executar apoptosi en absència de 

les caspases.  

AIF  nativa  és  una  proteïna  de  67  KDa  i  té  una  seqüència  de  localització 

mitocondrial,  la  qual  es  talla  un  cop  la  proteïna  entra  a  l’espai  intermembranal, 

deixant‐la en  la seva forma madura de 62 KDa  i quedant‐se ancorada a  la membrana 

mitocondrial  interna116.  L’arribada d’un estímul de mort al mitocondri  fa que AIF es 

talli novament, donant una nova forma d’AIF de 57 KDa, que és soluble  i pot sortir al 

citosol123. En cèl∙lules sanes, AIF es troba retinguda al mitocondri on es creu que pot 

dur a terme una activitat oxidoreductasa degut a  la presència d’un domini unidor de 

FAD  en  l’extrem N‐terminal  i  a  la  seva  activitat  oxidoreductasa124.  S’ha  vist  que  els 

ratolins  Harlequin  (ratolins  knock  in  per  AIF,  que  presenten  una  reducció  del  80% 

d’expressió d’AIF degut a la inserció proviral dins del gen d’AIF) presenten un alt estrès 

oxidatiu i una degeneració cerebel∙lar al cap de set mesos d’edat125, suggerint que AIF 

té un paper  fisiològic  important en  la  regulació de  l’estrès oxidatiu126. Apart, AIF, un 

cop  alliberat del mitocondri  és un  executor  actiu de  la mort  cel∙lular. Per  tant, AIF, 

igualment  que  citocrom  c,  té  un  paper  bifuncional  fisiològicament  (figura  12).  La 

troballa  de  que  el  domini  unidor  de  FAD  d’AIF  fos  indispensable  per  a  l’activitat 

proapoptòtica127  124  reforça  la  teoria de  la bifuncionalitat d’AIF. Per  tant, AIF podria 

contribuir a la mort cel∙lular independent de caspases afectant la funció mitocondrial. 

  D’altra banda, AIF pot anar al nucli cel∙lular i provocar la mort cel∙lular, induint 

la  condensació  de  la  cromatina.  De  fet  s’ha  demostrat  que  la  incubació  d’AIF 
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5. DIANES TERAPÈUTIQUES EN EL MELANOMA  

5.1 Situació actual 

El melanoma metastàtic, un  cop disseminat, es mostra altament  resistent als 

tractaments antineoplàstics convencionals com  la quimioteràpia  i  la radioteràpia. Per 

aquesta  raó,  és  necessària  la  investigació  destinada  a  la  cerca  de  noves  dianes 

terapèutiques per al melanoma que s’adeqüessin a futurs tractaments, i poder millorar 

així la pronòstic dels pacients. 

 Una  estratègia  a  seguir  per  atorgar  a  una  molècula  el  paper  de  diana 

terapèutica  és  examinant  si  el  creixement  de  la  neoplàsia  problema  depèn  en  gran 

mesura de la desregulació de la molècula o si la seva presència varia significativament 

entre el teixit cancerós i el teixit sa. 

Hi  ha  diverses  vies  de  senyalització  que  juguen  un  paper  important  en  el 

desenvolupament  i progressió del melanoma. Alguns d’aquests estan activats  com a 

resultat de mutacions activadores com BRAF, NRAS  i KIT mentre que altres presenten 

una  sobreexpressió  dels  seus  membres,  com  Bcl‐2,  NF‐kB,  c‐Kit  i  ciclina  D1.  Una 

característica adicional del melanoma és que és capaç d’evadir  la resposta  immune a 

través de CTLA4. Avui en dia,  les dianes terapèutiques més estudiades  i validades del 

melanoma  són B‐raf,  c‐Kit  i CTLA4. No obstant, és necessària  la búsqueda de noves 

dianes terapèutiques,  ja que amb  les presents no s’ha aconseguit curar el melanoma. 

Avui en dia, s’està investigant amb inhibidors de RTK i teràpies dirigides combinades. 

 

5.2 B‐raf  

  No es pot parlar de dianes terapèutiques en el melanoma sense mencionar B‐

raf.  Tal  com  hem  vist,  la mutació  en  B‐raf  és  un  pas  crític  per  la  transformació  del 

melanòcit. B‐raf és una proteïna que pertany a la família Raf, juntament amb A‐raf i C‐

raf,  i participa en  la via de  senyalització de  les MAP cinases,  la qual  regula  la divisió 

cel∙lular,  la diferenciació  i  la supervivència. S’ha vist que un 30‐70% dels melanomes 

comparteixen la mateixa mutació puntual (V600E) en l’exó 15 de B‐RAF, que consisteix 

en  la substitució d’una valina per un àcid glutàmic en  la posició 599 de  la seqüència 

aminoacídica,  facilitant  la unió de B‐raf  a  l’ATP128, provocant que  la  via de  les MAP 

cinases estigui constitutivament activada. Sobretot apareix en melanomes cutanis no 

crònicament exposats al sol57. Les mutacions en B‐RAF tenen en lloc en una freqüència 
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similar en el nevus benigne, melanoma primari  i melanoma metastàtic129. Aquest  fet 

dóna a pensar que altres mutacions addicionals serien necessàries per la transformació 

del melanòcit, com mutacions en el gen de p53130 o en CDKN2A/INK4A131. INK4A s’ha 

vist que limita el creixement hiperplàsic provocat per la mutació de B‐raf i que aquesta 

mutació  indueix  senescència  en  el melanòcits  humans,  incrementant  l’expressió  de 

INK4A131. No  obstant,  INK4A  es  troba mutada  en  el melanoma  i  juntament  amb  la 

mutació de B‐raf contribuirien a la transformació. 

 

5.2.1 Sorafenib 

Un  inhibidor  de  B‐raf  utilitzat  en  la  pràctica  clínica  és  el  Sorafenib, 

principalment en el cas del carcinoma renal. Sorafenib és un inhibidor de la família dels 

receptors  amb  activitat  tirosin  cinasa  i  té  afinitat  per  B‐raf  salvatge  i  B‐raf mutat, 

alhora  que  també  per  VEGFR  (vascular  endothelial  growth  factor  receptor),  PDGFR 

(platelet derived growth factor receptor), c‐kit i Ret11. Malgrat que nombrosos estudis 

preclínics en demostren la seva eficàcia132, quan s’ha traslladat als estudis clínics no ha 

donat resultats esperançadors per al tractament del melanoma metastàtic133, 134. 

 

5.2.2 PLX4032 

Un altre inhibidor de B‐raf és el PLX4032, el qual inhibeix de forma selectiva el 

B‐raf mutat. Aquest ha demostrat resultats prometedors sense precedents en estudis 

clínics molt  recents135,  136,  on  el  80%  dels  pacients  amb melanoma  disseminat  van 

experimentar una resposta completa. No obstant, les resistències al tractament no van 

trigar a aparèixer. Aquestes es creu que són degudes a una reactivació de la via de les 

MAP cinases a causa de  l’aparició de noves mutacions en NRAS17 o PDGFRβ  (platelet 

derived growth factor β18. Per aquesta raó, ara s’està estudiant l’aplicació del PLX4032 

juntament amb algun inhibidor d’aquestes molècules. 

 

5.3 C‐Kit 

  C‐Kit es un receptor amb activitat tisosina cinasa que es troba en la membrana 

plasmàtica, codificat pel gen KIT. C‐Kit s’activa per la unió al seu lligand (SCF, stem cell 

factor), la qual desencadena la proliferació cel∙lular a través de la via de les MAPK137. El 

receptor  es  considera  essencial  per  la  proliferació,  migració,  desenvolupament  i 

supervivència dels melanòcits normals,  tan durant  la embriogènesi com en  l’individu 
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adult. S’ha trobat que c‐kit és un oncogen important en el melanoma que ocorre sobre 

pell amb dany solar crònic, en el melanoma acral i en el melanoma de mucoses57. Les 

mutacions més  freqüents de KIT estan en el domini  juxtamembranal, exó 11, el qual 

promou la seva dimerització en absència de SCF, donant lloc a l’activació constitutiva o 

impredint que c‐Kit mantingui la seva conformació autoinhibitòria. Altres mutacions en 

el gen de KIT són en l’exó 9, el qual codifica per la porció extracel∙lular, i els exons 13 i 

17,  que  codifiquen  pel  domini  juxtamembranal  intracel∙lular57.  Diferents  estudis 

demostren  la  eficàcia  d’inhibidors  de  c‐Kit  en  aquells melanomes  que  el  presenten 

mutat o el presenten sobreexpressat138‐140. 

 

5.4 CTLA‐4 

  CTLA‐4  és  una molècula  de  superfície  dels  limfòcits  T.  Aquesta  té més  alta 

afinitat  per  B7,  una  molècula  que  es  troba  en  la  superfície  de  les  cèl∙lules 

presentadores d’antígens que per CD28. La unió de CTL‐4 amb B7  indueix anergia en 

els  limfòcits  T  i  inhibeix  la  secreció  d’interleukina  2141.  En  canvi,  CD28,  és  un 

coestimulador de  la proliferació de  limfòcits  T  i de  la producció d’interleukina 2.  La 

idea d’estimular el sistema  immune per destruir els  tumors no és nova  i s’ha pensat 

que  la  interacció entre CTLA‐4  i CD28 podria representar una bona diana terapèutica. 

La  inhibició de CTLA‐4 podria permetre que CD28 funcionés a ple rendiment  i pugués 

decantar el balanç cap a  la estimulació del sistema  immune  i cap al trencament de  la 

immunotolerància. Com que el melanoma és un tumor altament immunogènic, s’havia 

pensat en  la utilització d’inhibidors de CTLA‐4.  S’estan duent  varis  assajos  clínics en 

fase  II  i  fase  II per al melanoma, emprant anticossos monoclonals. Actualment hi ha 

dos anticossos monoclonals que  inhibeixen CTLA‐4: Ipilimumab  i Tremelimumab. Tots 

dos  anticossos  han  estat  capaços  de  reduir  els  tumors  de melanoma142,  143. A més, 

Ipilimumab ha induït respostes duraderes en el melanoma en estadi II i IV en un assaig 

molt recent en fase III144.  

 



                                                                                                                Introducció 

53 

6. DIANES TERAPÈUTIQUES EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI 

6.1 Situació actual 

  El carcinoma d’endometri es detecta normalment en un estadi primerenc. Per 

aquesta raó la supervivència global és al voltant del 80%. No obstant, aquells casos de 

carcinoma  d’endometri  avançat  que  requereixen  de  quimioteràpia  presenten  un 

pronòstic molt pobre, de menys del 20%  (en  l’estadi  IV). Per aquesta  raó,  la  recerca 

encaminada  a  la  cerca  de  noves  dianes  terapèutiques  és  essencial  per millorar  el 

pronòstic del carcinoma d’endometri. 

 

  En el carcinoma d’endometri, hi ha nombroses desregulacions en diferents vies 

de  senyalització.  Així  doncs,  s’han  descrit  mutacions  de  PI3KCA  en  el  30%  dels 

carcinomes  d’endometri,  les  quals  contribuirien  a  la  freqüent  alteració  de  la  via 

PI3K/Akt. Juntament amb les mutacions amb PTEN que presenta, no és estrany pensar 

que  la  via PI3K pot  ser una bona diana  terapèutica.  En  aquest  sentit,  s’han utilitzat 

inhibidors de PI3K com Wortmannina  i derivats  i s’ha vist que  inhibeix  la fosforil∙lació 

d’Akt  i  incrementen  l’apoptosi  en  cèl∙lules  de  carcinoma  d’endometri  amb  PTEN 

mutat145. 

 

  Un  efector  “dowstream”  d’Akt  que  té  un  interés  especial  en  el  carcinoma 

d’endometri és mTOR. Les proteïnes de la família TOR tenen funcions pleiotròpiques i 

participen  en  la  regulació  de  l’inici  de  la  transcripció  i  en  la  traducció  proteica  en 

resposta  a  la  concentració  intracel∙lular  d’aminoàcids  i  altres  nutrients  essencials. 

També en  la organització del citoesquelet d’actina,  la  senyalització de  la via PKC  i  la 

biogènesi ribosòmica. La via mTOR pot activar‐se per Akt, per receptors tirosina cinasa 

(EGFR1‐4,  PDGFR,  KIT  i  IGFR),  per  Ras  i  per  la  pèrdua  de  funció  de  p53.  S’han 

desenvolupat  varis  inhibidors  de  mTOR,  com  la  Rapamicina  i  derivats.  De  forma 

interessant,  els  carcinomes  d’endometri  associats  amb  la  inactivació  de  PTEN  són 

particularment  susceptibles  al  efectes  terapèutics  dels  inhibidors  de  mTOR. 

Actualment,  s’estan utilitzant diferents  inhibidors de mTOR en assajos  clínics  com  la 

Rapamicina,  Temsirolimus,  Everolimus  i  AP23573.  Temsirolimus  i  Everolimus  s’han 

utilitzat en assajos clínics en fase II, en carcinomes d’endometri recurrents146. 
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  Els RTK també són una bona diana terapèutica en el carcinoma d’endometri. La 

família dels receptors d’EGF  i els seus  lligands  juguen un paper clau en el creixement 

cel∙lular  i  la diferenciació. Aquesta família engloba EGFR o ErbB1, HER‐2/neu o ErbB2, 

HER‐3 o ErbB3  i HER‐4 o ErbB4. EGFR  i HER‐2/neu es  troben altament expressats en 

l’endometri  normal  i  sobreexpressats  en  el  carcinoma  d’endometri,  els  quals  s’han 

associat a un mal pronòstic147, 148. Existeixen diferents  inhibidors de EGFR com  Iressa, 

Trastuzumab  i  Lapatinib.  S’ha  evaluat  l’efecte  d’Iressa  en  cèl∙lules  de  carcinoma 

d’endometri endometrioide i no endometrioide i es veu que tots dos models responen 

a la inhibició de EGFR, però la resposta dels no endometrioides pot estar limitada per 

una activació  constitutiva d’altres vies de  senyalització. S’han  realitzat assajos  clínics 

utilitzant  tant  Iressa  com  Lapatinib  en  carcinoma  d’endometri  avançat,  veient‐se 

resultats positius. 

 

  Altres  dianes  terapèutiques  que  podrien  ser  interessants  en  el  carcinoma 

d’endometri podrien ser membres antiapoptòtics de  la família de Bcl‐2, per exemple, 

Bax.  Bax  es  troba  mutat  en  aquells  carcinomes  d’endometri  endometrioides  amb 

inestabilitat de microsatèl∙lits, i podria tenir un paper en la resistència a l’apoptosi149. 

 

  Molt recentment estan emergent noves dianes terapèutiques a considerar per 

al tractament del carcinoma d’endometri com  la PARP (poly ADP ribose polymerase). 

Aquest  enzim  correspon  a  una  família  de  proteïnes  involucrades  en  la  reparació  de 

DNA després del dany  i en  l’apoptosi. S’ha vist que  la pèrdua de PTEN provoca una 

recombinació homòloga aberrant després d’un trencament de DNA de doble cadena i 

que els carcinomes d’endometri de tipus I que tenen inactivació de PTEN són sensibles 

al inhibidors de la PARP150. En aquest moment, s’està estudiant l’inhibidor de la PARP 

BSI‐201 en combinació amb quimioteràpia estàndard en un assaig clínic en fase II. 

 

  Una altra d’aquestes dianes terapèutiques és el FGFR2. Al voltant del 12% dels 

carcinomes d’endometri presenten mutacions  en  FGFR2,  les quals  s’ha  vist que  són 

oncogèniques344.  La  inhibició  de  FGFR2,  tant  utilitzant  un  shRNA  com  l’inhibidor 

d’ampli aspectre PD173074 resulta en una alta letalitat d’aquelles línies portadores de 

la mutació en FGFR2344,345. 
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7.  ELS  RECEPTORS  DE  LA  SOMATOSTATINA  COM  A  DIANES 

TERAPÈUTIQUES 

  La  somatostatina  (SST,  somatostatin)  és  una  hormona  peptídica  de  14 

aminoàcids secretada per les cèl∙lules δ‐pancreàtiques, que intervé en el control de la 

glucèmia,  inhibint  la  secreció  d’insulina  i  glucagó.  Apart,  també  és  secretada  per 

l’hipotàlem  i  altres  zones del  sistema nerviós  central, on  intervé  inhibint  la  síntesi  i 

secreció  de  la  hormona  del  creixement  (GH,  growth  hormone)  per  part  de 

l’adenohipòfisi, a part de moltes més altres hormones. També s’ha trobat actuant en 

altres teixits com en el tracte gastrointestinal. De forma general, s´ha caracteritzat per 

ser  un  interruptor  endocrí  d’apagada151  i  s’ha  utilitzat  per  tractar  els  pacients  amb 

acromegàlia. 

  La utilització de la somatostatina i alguns anàlegs com a agents antineoplàstics 

va  començar  amb  el  tractament  de  tumors  neuroendocrins,  donat  que  la 

somatostatina  podia  inhibir  l’alliberament  de  varies  hormones  i  així  revertir  els 

símptomes de  la malaltia152. La somatostatina media els seu efectes a  través de cinc 

receptors diferents, SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR4 i SSTR5 (somatostatin receptor 1, 2, 3, 

4  i 5). Tots  cinc  receptors  són  idèntics en un 42‐60% en  la  seqüència aminoacídica  i 

pertanyen a la superfamília de receptors amb 7 dominis transmembrana151. Més, tard 
es  va  trobar  l’expressió  d’aquests  receptors  en  nombrosos  teixits  normals  i 

neoplàsics153, fet que va fer preguntar‐se sobre la utilització de la SST per al tractament 

d’altres tipus de càncer. Tots cinc receptors estan acoblats a proteïnes G i a l’adenilat 

ciclasa. Apart d’inhibir  l’activitat adenilat ciclasa, els diferents  subtipus  també poden 

modular altres enzims o proteïnes com  les  fosfotirosina  fosfatases, STAT5, via de  les 

MAP cinases, inhibir l’influx de Ca2+ o activar la fosfolipasa A i C151. S´ha vist que cada 

receptor està involucrat específicament en diferents processos. Per exemple, el SSTR2 i 

el SSTR5, en l’alliberament de la hormona de creixement (GH). El SSTR5, en el control 

de la insulina i glucagó. El SSTR2 i el SSTR3 poden induir apoptosi151, 154, 155. El SSTR1 i el 

SSTR5  tenen  un  efecte  inhibitori  sobre  el  cicle  cel∙lular.  El  SSTR1  està  involucrat  en 

angiogènesi  i  la  funció  del  SST4  no  se  sap151.  De  forma  interessant,  El  SST2  és  el 

receptor més abundant en la majoria de càncers156.  
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SSTR2159  i  s’ha  vist  que  la  seva  reintroducció  sensibilitza  les  cèl∙lules  tumorals 

pancreàtiques  a  l’apoptosi  induïda  per  TNF,  TRAIL  i  CD95L160.  Apart  és  capaç  de 

sensibilitzar  els  fibroblasts  normals  a  l’apoptosi  induïda  per  TNF161.  També,    alhora, 

s’ha vist que SSTR2 interacciona amb la subunitat reguladora de PI3K, p85, activant la 

via PI3K,  induint  supervivència  i  creixement  tumoral,  i  la unió de  la  somatostatina a 

SSTR2  inhibeix aquesta  interacció en el  càncer de pàncrees162. Octreotide  i  SOM230 

s’han utilitzat en models  in  vivo del  càncer pancreàtic, demostrant una  inhibició del 

potencial metastàtic d’aquest càncer69,  163‐165. En el cas del melanoma, el SSTR2  s’ha 

trobat  expressat  en  els  melanomes  cutanis  i  uveals166‐170  i  s’ha  investigat  l’efecte 

d’Octreotide  en el melanoma169. D’altra banda,  s’ha  estudiat  extensivament  l’efecte 

antitumoral de l’anàleg de la somatostatina TT‐232. Així, s´ha descrit la seva eficàcia in 

vitro, en cèl∙lules de melanoma169, 171 i in vivo, en el model de xenograft de cèl.lules D‐

10 de melanoma171, de cèl∙lules HT‐18172, 173 i de cèl∙lules B16174‐176, mostrant resultats 

prometedors. També s’han utilitzat Vapreotide, Lanreotide i RC‐121. 
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8.1 Via de senyalització associada al proteasoma: Via NFκB 

  Ja hem vist que IκBα, una proteïna inhibitòria de la via NFκB, pot ser degradada 

via proteasoma. Així doncs, no és d’estranyar que una alteració del proteasoma tingui 

un efecte directe sobre la via NFκB. 

  El  factor nuclear de  κB  (NFκB, nuclear  factor κB) és un  factor de  transcripció 

que  s’ha vist  involucrat en processos  inflamatoris  i en  la  resposta  immune  innata193. 

Més  tard,  es  va  veure  que  també  jugava  un  paper  clau  en  el  desenvolupament 

tumoral,  en  identificar‐se  molecularment  la  subunitat  p50  de  la  família  REL 

(reticuloendotheliosis) i v‐REL com una oncoproteïna del retrovirus REL194. 

  NFκB no és una sola proteïna sinó que es compon de varis dímers de proteïnes 

que  s’uneixen  a  uns  motius  específics  del  DNA  coneguts  com  a  caixa  κB195.  En 

mamífers, hi ha cinc proteïnes REL/NFκB,  les quals es poden classificar en dos grups 

atenent al  seu mode de  síntesi  i a  la  seva habilitat de  transactivació. El primer grup 

consta de RELA/p65, c‐REL i RELB i el segon grup consta de NFκB1/p105 i NFκB2/p100. 

Les proteïnes del primer grup són sintetitzades en la seva forma madura i contenen el 

domini RHD en l’extrem N‐terminal (REL homology domain), el qual és necessari per la 

seva dimerització i per la seva unió al DNA. A més contenen dominis transactivadors en 

el  seu  extrem  C‐terminal.  El  segon  grup  se  sintetizen  com  a  precursors,  els  quals 

contenen  el  domini  RHD  i  repeticions  d’ankirina  en  l’extrem  C‐terminal.  Aquests 

precursors  sofreixen  una  proteòlisi  dependent  d’ubiquitina  en  la  regió  C‐terminal, 

donant lloc a les proteïnes madures p50 i p52, les quals presenten el domini RHD però 

no el domini transactivador. p50 és el producte de p105 i p52 el producte de p100195. 

  En la via NFκB hi participen les proteïnes NFκB/REL, les proteïnes IκB (figura 18) 

i  el  complex  cinasa  de  IKBα  (IKK,  IκB  kinase).  Les  proteïnes  IκB  són  proteïnes 

inhibitòries  de  la  via NFκB  i  presenten  una  domini  regulador N‐terminal  seguit  per 

repeticions d’ankirina. 

  Dins de  les proteïnes  IκB  trobem  IκBα,  IκBβ,  IκBε  i BCL3  (figura 18).  Les  tres 

primeres atrapen els dímers NFκB en el citoplasma i BCL3 actua com a un coactivador 

transcripcional de p50 i p52. Dins del complex cinasa IKK trobem IKKα, IKKβ i IKKγ. IKKα 

i IKKβ són subunitats catalítiques del complex, mentre que IKKγ és reguladora. 
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8.2 Els inhibidors del proteasoma 

  A més de proporcionar un control de qualitat per les proteïnes cel∙lulars, la via 

ubiquitina‐proteasoma  també  facilita  funcions  essencials  com  la  presentació 

d’antígens el control del cicle cel∙lular,  la proliferació,  la diferenciació,  l’angiogènesi  i 

l’apoptosi177. Per  tant, una alteració de  l’activitat del proteasoma podria contribuir a 

estats patològics com la inflamació, la neurodegeneració i el càncer. Tot això, a més de 

la expressió ubiqua de  la partícula proteolítica 20S del proteasoma, suggereix que  la 

inhibició del proteasoma es podria utilitzar per diferents patologies com la inflamació, 

les malalties autoimmunes i el càncer191. 

  El  fet que el protesoma sigui crucial per molts processos cel∙lulars  feia pensar 

erròniament  que  no  podia  ser  una  bona  diana  terapèutica.  No  obstant,  ha  quedat 

patent  que  les  cèl∙lules  malignes,  les  quals  proliferen  més  ràpid,  mostren  més 

sensibilitat a la inhibició del proteasoma que les cèl∙lules no malignes, com demostren 

nombrosos  treballs.  Així,  per  exemple,  s’ha  trobat  que  les  cèl∙lules  de  leucèmia 

limfocítica  crònica  són  més  sensibles  que  els  limfòcits  normals200.  Les  cèl∙lules 

derivades d’un carcinoma escamós cel∙lular també són més sensibles que  les cèl∙lules 

epitelials o els fibroblasts normals201. També les cèl∙lules de mieloma múltiple són més 

susceptibles a la inhibició del proteasoma que les cèl∙lules normals mono nucleades202. 

Apart,  les  cèl∙lules  mare  de  leucèmia  són  més  sensibles  que  les  cèl∙lules  mare 

hematopoètiques.  També,  les  cèl∙lules  de  melanoma  són  més  sensibles  que  els 

melanòcits189. 

  Hi  ha  cinc  principals  tipus  d’inhibidors  del  proteasoma  que  s’uneixen  tan 

reversiblement com irreversiblement als lloc actius enzimàtics de la partícula 20S, i per 

tant, inhibint la seva funció proteolítica.  Aquests són els pèptids aldehids, els pèptids 

vinil‐sulfones, els pèptids boronats, els pèptids epoxicetones i els β‐lactones. Només 

uns  quants  d’aquests  compostos  han  progressat  cap  al  desenvolupament  clínic, 

mentre  que  d’altres  no  han  tingut  aquesta  sort  degut  a  la  seva  falta  d’estabilitat  i 

d’especificitat203. Per exemple, els pèptids aldehids s’uneixen covalentment de manera 

irreversible al proteasoma  i  inhibeixen altres proteases com calpaïnes  i catepsines177, 

204.  Els  pèptids  aldehids  van  ser  els  primer  inhibidors  del  proteasoma  a  ser 

desenvolupats205, 206. Un exemple n’és MG132 (veure figura 20) i l’ALLN o inhibidor de 

calpaïnes  I.  Dins  del  grup  dels  pèptids  epoxicetones  cal  destacar  la  Epoxomicina207 

(veure figura 21) , sintetitzat pel bacteri  Actinomicetes,  la qual ha demostrat tenir una 

elevada especificitat pel proteasoma.   
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‐ La  sobreexpressió  de  la  proteïna  antiapoptòtica  Bcl‐2230‐232,  que  pot  ser  per 

conseqüència d’una activació de la senyalització de la via de les MAP cinases o 

per mutacions en B‐RAF o RAS233 

‐ La  desregulació  de  proteïnes  involucrades  en  el  cicle  cel∙lular,  per  deleció, 

silenciament i mutació, com CDKN2A/CDK453 

‐ La pèrdua de la funció transcripcional de p53234 

‐ L’activació constitutiva de la via NFκB235, 236 

  Teòricament, qualsevol de  les molècules  implicades en  la  regulació d’aquests 

mecanismes podrien ser una bona diana terapèutica en el melanoma. Com hem vist, 

Bcl‐2, proteïnes implicades en la regulació del cicle cel∙lular, p53 i IκBα són degradades 

via  proteasoma,  la  qual  cosa  va  fer  pensar  que  la  utilització  dels  inhibidors  del 

proteasoma podria resultar en un bon tractament per al melanoma. En aquest sentit, 

s’ha  demostrat  que  els  inhibidors  del  proteasoma  són  capaços  d’induir  apoptosi  i 

inhibir  el  creixement  cel∙lular  en  models  experimentals  in  vitro  o  in  vivo  de 

melanoma189,  237.    No  obstant,  el  primer  assaig  clínic  en  pacients  amb  melanoma 

disseminat, en el que es va utilitzar Bortezomib en monoteràpia, no va donar resultats 

satisfactoris238. 

  Pels  resultats  obtinguts  fins  al  moment,  sembla  difícil  que  enfocant  el 

tractament del melanoma metastàtic cap a una única diana se sigui capaç d’aconseguir 

una  remissió  estable  de  la malaltia.  Una  explicació  de  l’aparició  de  resistències  als 

tractaments  utilitzats  és  que  les  cèl∙lules  de  melanoma  desenvolupen  respostes 

compensatòries o que existeixen  ja prèviament vies de senyalització  redundants que 

s’activen  quan  algunes  d’aquestes  vies  s’interrompen.  Per  tant,  una  estratègia  per 

evitar  o  combatre  aquests  fenòmens  consistiria  en  utilitzar  simultàniament  fàrmacs 

que ataquessin més d’una diana al mateix  temps. En aquest  sentit els  inhibidors del 

proteasoma ja s’han utilitzat en combinació amb altres fàrmacs in vitro per sensibilitzar 

les  cèl∙lules  de melanoma  a  diferents  quimioterapèutics  com  Temozolomida239  i  els 

inhibidors  de  calpaina240  i  citostàtics241.  Particularment,  l´ús  de  Temozolomida 

juntament amb Bortezomib ha inspirat un recent assaig clínic amb pacients242. També 

s’ha vist que els  inhibidors del proteasoma poden sensibilitzar  les cèl∙lules tumorals a 

la  immunoteràpia amb  interferó  α243,  244 o a  la  radiació  ionitzant245. Molts d’aquests 

mecanismes de sensibilització, es creu que estan mediats per la capacitat que tenen els 

inhibidors del proteasoma d’inhibir  la  via NFκB,  ja que  l’activació d’aquesta  via  s’ha 

descrit  com  a  responsable  de  la  resistència  a  fàrmacs  o  com  a  conseqüència  de 

l’aplicació de radiació ionitzant. 
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8.4 Els inhibidors del proteasoma en el carcinoma d’endometri 

El carcinoma d’endometri, com molts altres tipus de tumors, tenen la via NFκB 

constitutivament  activada246,  i  s’ha  vist  que  juga  un  paper  clau  en  la  transformació 

neoplàsica.193,  196. Per aquest motiu, es  va  creure que els  inhibidors del proteasoma 

podrien funcionar bé com a agents terapèutics. En la bibliografia, els treballs referits a  

l´ús dels  inhibidors del proteasoma per al tractament del carcinoma d’endometri són 

escassos. No, obstant cal destacar un  treball  in vitro on s’han estudiat els efectes de 

quatre  inhibidors  del  proteasoma  estructuralment  diferents  (Bortezomib,  MG132, 

ALLN  i Epoxomicina) en unes  línies cel∙lulars de carcinoma d’endometri247. Els autors 

van observar que els  inhibidors del proteasoma eren capaços d’induir apoptosi en  les 

línies  cel∙lulars,  però  que  paradoxalment  també  incrementaven  l’activitat  de  la  via 

NFκB. Aquest fet va suggerir dues coses. Primer, que la mort cel∙lular observada  amb 

la  utilització  dels  inhibidors  del  proteasoma  en  el  carcinoma  d’endometri  no  era 

deguda  a  un  bloqueig  de  la  via  NFκB,  com  sempre  s’ha  postulat.  Segon,  que  la 

utilització dels inhibidors del proteasoma en el carcinoma d’endometri en monoteràpia 

no és una bona idea, degut al seu efecte advers d’activació de la via NFκB 
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9.  ELS  RECEPTORS  AMB  ACTIVITAT  TIROSINA  CINASA  COM  A  DIANES 

TERAPÈUTIQUES 

  D’ençà de la descoberta del primer receptor amb activitat tirosina cinasa fa més 

de  25  anys,  varis  membres  d’aquesta  família  han  esdevingut  reguladors  clau  de 

processos  cel∙lulars  crítics,  com  la  proliferació,  la  diferenciació,  la  supervivència,  el 

metabolisme, la migració cel∙lular, la invasió i el control del cicle cel∙lular248‐250. L’ésser 

humà  té 58 RTKs  (receptor  tyrosine kinases) coneguts, els quals es divideixen en 22 

subfamílies  (veure  figura  24).  L’IGFR  (insuline  growth  factor  receptor)  és  un  dels 

receptors més estudiats. Tots els RTKs tenen una arquitectura molecular similar, que 

consisteix  en  una  regió  d’unió  al  lligand,  una  regió  intracel∙lular,  una  regió  hèlix 

transmembrana  i una  regió  citoplasmàtica.  La  regió  citoplasmàtica està  formada pel 

domini TK (tyrosine kinase), pel grup carboxi terminal i per dos subunitats reguladores 

juxtamembranals. La morfologia general dels RTKs està altament conservada, des de el 

nematode Caenorhabditis elegans fins als humans, cosa que no és d’estranyar, donat 

el paper que tenen sobre els crítics processos cel∙lulars anteriorment mencionats. 

        

 

 

Figura 24. Representació  esquemàtica dels RTKs  en humans. Cada  figura  correspon  a  cada 
subfamília,  en  total  22.  Sota  de  cada  subfamília  en  queden  anotats  els  receptors  que  hi 
formen  part.  Els  dominis  intracel∙lulars  queden  representats  en  forma  de  rectangle  groc. 
(Lemmon M.A. et al. Cell, 2010, 141:1117‐1134)250. 
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De  forma  general,  quan  els  lligands  s’uneixen  als  receptors  activen  els  RTKs 

mitjançant  la  inducció  de  la  seva  dimerització249.  També,  existeixen  receptors  que 

formen oligòmers,  inclús amb  l’absència del  seu  lligand,  com és el  cas de  l’IGFR251  i 

l’EGFR252. Estudis estructurals han permès saber com es produeix la dimerització. S’ha 

vist que una regió de  l’hèlix n’és  la responsable. Un cop dimeritzats o oligomeritzats, 

un receptor del dímer o de l’oligòmer fosforil∙la una o més tirosines veïnes i llavors el 

receptor  fosforil∙lat  serveix  com  a  lloc  d’assemblatge  (i  d’activació)  de  proteïnes  de 

senyalització intracel∙lulars249. El primer substrat a fosforil∙lar per part dels RTKs són els 

propis receptors. 

L’autofosforil∙lació en el domini cinasa juga un paper regulador molt important 

en la majoria de RTKs. Per exemple, en el cas de l’IGFR, la fosforil∙lació en el seu bucle 

d’activació incrementa la seva eficiència catalítica de 50 a 200 vegades més253. Després 

d’aquesta primera autofosforil∙lació, altres tirosines seran fosforil∙lades en altres parts 

de  la  regió  citoplasmàtica  dels  RTKs.  Les  fosfotirosines  resultants  serviran  de  lloc 

específics  d’unió  i  reclutament  d’altres  molècules  activades  com  a  resposta  a  la 

estimulació al factor de creixement o  lligand. Cada RTK té el seu mecanisme peculiar 

d’activació un cop s’ha unit al lligand. Les molècules que són activades i recrutades als 

llocs  que  han  estat  autofosforil∙lats  contenen  dominis  SH2  (Src  homology  2)  i  PTB 

(Phosphotyrosine binding)  que  específicament  s’uneixen  a  la  fosfotirosina254,  255. Un 

exemple  és  Grb2.  Aquestes  molècules  poden  ser  reclutades  directament  a  les 

fosfotirosines en el receptor o  indirectament mitjançant  la unió amb altres proteïnes 

que  han  estat  fosforil∙lades  pels  RTK,  amb  les  quals  s’associen.  Aquestes  proteïnes 

poden ser FRS2, IRS1 (insulin receptor substrate‐1) i Gab1 (the Grb2‐associated binder 

1)256. Aquestes proteïnes són  fosforil∙lades,  la qual cosa correspon a  la segona ronda 

de  fosforil∙lació.  A  la  vegada,  també  contenen  fosfotirosines  que  serviran  de  llocs 

d’unió d’un ampli repertori de proteïnes.  

 

Finalment,  les  successives  rondes  de  fosforil∙lació  comportaran  l’activació  de 

diferents  cascades  intracel∙lulars  com  la  via  de  les  MAPK/ERK,  PI3K/Akt/mTOR, 

fosfolipasa Cγ, proteïna kinasa C, petites GTPases com Ras, Rho i RAC1 (Ras‐related C3 

botulinum toxin substrate 1)257. L’activació de totes aquestes vies induiran en últim lloc 

un augment de la proliferació i la supervivència cel∙lulars. 
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Les mutacions  en  els RTKs  així  com  la  seva  activació de  forma  aberrant  s’ha 

relacionat  amb  el  càncer,  la  diabetis,  la  inflamació,  els  desordres  ossis  severs, 

l’arteriosclerosi  i  l’angiogènesi250,  254.  Aquest  fet  ha  donat  una  empenta  al 

desenvolupament d’una nova  generació de  fàrmacs  capaços de bloquejar o atenuar 

l’activitat dels RTKs. 

La  relació  entre  les mutacions  en  RTKs  i  el  càncer  no  és  nova.  La  primera 

evidència va aparèixer als anys 60 quan es va observar que les cèl∙lules transformades  

víricament requerien de menys  factors tròfics externs per proliferar que  les mateixes 

cèl∙lules  sense  transformar258.  Aquella  observació  va  suggerir  que  un  mal 

funcionament de  la via de  senyalització dels  factors  tròfics o de  creixement podrien 

jugar un paper important en la transformació cel∙lular. Gairebé dues dècades més tard, 

altres  estudis  van  demostrar  que  l’oncogen  v‐sis  del  virus  del  sarcoma  en  simis, 

originat per  transducció del  gen PDGF  (platelet‐derived  growth  factor),  i que el  seu 

producte proteic  (p28s/s) promovia  la transformació cel∙lular mitjançant  l’activació de 

PDGFR  (platelet‐derived growth factor receptor) de manera autocrina259, 260. A més a 

més, el producte de l’oncogen v‐erbB del virus aviar de l’eritroblastosi es va trobar que 

corresponia a una forma truncada i constitutivament activada de EGFR261. Més tard, el 

gen codificant per EGFR es va trobar amplificat i mutat en tumors primaris cerebrals262, 
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Figura  25.  Esquema  que  representa  les  diferents  vies  de  senyalització  que  són 
activades després de l’autofosforil∙lació en residus de tirosina dels RTKs un cop s’hi 
ha unit el lligand. 
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provocant  la  sobreexpressió  i  l’activació  constitutiva  de  l’activitat  tirosina  cinasa  de 

EGFR en mostres de teixit tumoral. 

Des  de  llavors,  s’ha  anat  acumulant  moltíssima  informació  sobre  la  relació 

existent entre la desregulació i l’alteració de la funció de varis RTKs i diverses malalties. 

L’activació  aberrant  dels  RTKs  en  els  càncers  humans  es  deu  bàsicament  a  quatre 

mecanismes diferents: a una activació autocrina, a translocacions cromosòmiques, a la 

sobreexpressió  de  RTKs  i  a  mutacions  causants  de  guany  de  funció  d’aquests. 

Recentment, nombrosos esforços de  seqüenciació en varis  tumors han donat  com a 

resultat  la  identificació  de  mutacions  de  nombrosos  RTKs.  Aquestes  s’estan 

col∙leccionat  en  la  base  de  dades  del  COSMIC  (Catalogue  of  Somatic Mutations  in 

Cancer)263. 

Pel que fa al receptor c‐Kit s’ha trobat expressat en varis tipus cel∙lulars com les 

cèl∙lules mare  hematopoètiques  i  els melanòcits,  on  tindria  un  paper  important  en 

l’homeòstasi de les cèl∙lules mare i en la migració dels melanòcits. El receptor c‐Kit s’ha 

trobat mutat en varis càncers com el GIST,  la  leucèmia mieloide crònica,  la  leucèmia 

mastocitària  i  el  melanoma.  donant  lloc  a  un  guany  de  funció  del  receptor.  Les 

mutacions s’han trobat en  l’exó 17  (domini TK),  l’exó 11  (regió  juxtamembranal)  i en 

els exons 8 i 9 que codifiquen per el domini D5 corresponent a la regió d’unió del seu 

lligand  (SCF)  amb  el  receptor264.  Les  mutacions  en  aquesta  regió  es  creu  que 

produeixen interaccions intermoleculars que estabilitzen dos dominis de dos receptors 

c‐kit  diferents,  la  qual  cosa  promou  la  dimerització  constitutiva  del  receptor  i  fa 

innecessària la presència del lligand per la seva activació. 

Pel que  fa al  receptor EGFR, aquest  i altres membres de  la seva  família s’han 

trobat expressat en la majoria de cèl∙lules d’origen epidèrmic, controlant la seva divisió 

cel∙lular.  Apart,  s’han  trobat  sobreexpressats  o mutats  en  diversos  càncers,  com  el 

càncer  de mama,  el  glioblastoma,  el  càncer  de  pulmó  de  cèl∙lula  no  petita  i  en  el 

carcinoma  d’endometri.  Per  exemple,  ErbB2,  un  receptor  orfe  que  no  té  la  típica 

estructura extracel∙lular de  l’ErbB està altament sobreexpressat com a resultat d’una 

amplificació gènica en un 30% del  càncers de mama265. A més,  la  sobreexpressió de 

ErbB2  s’ha  relacionat  amb  un  pronòstic  pobre266.  Tot  i  que  l’EGFR  es  troba 

sobreexpressat  en  diversos  càncers,  la  seva  amplificació  gènica  sembla  estar 

restringida en el glioblastoma, on ocorre en un 35% d’aquests càncers  i causa tant  la 

sobreexpressió de  la variant  salvatge com de  la variant mutada262. També, en el cas 

dels glioblastomes, s’han trobat mutacions en la regió extracel∙lular d’aquest receptor 

que en promouen la seva activació267. A més a més, en el càncer de pulmó de cèl∙lula 
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no  petita,  s’han  trobat  mutacions  tant  en  el  domini  TK268  com  en  la  regió 

juxtamembranal  de  l’EGFR269.  Les  mutacions  en  aquesta  regió  promourien  la 

dimerització del receptor sense necessitar la unió amb el seu lligand, l’EGF. 

Els  receptors  de  la  família  de  VEGFR  (vascular  endothelial  growth  factor 

receptor), VEGFR1 (també conegut com a Flt‐1), VEGFR2 (també conegut com a Flk1 o 

KDR)  i  VEGFR3  (també  conegut  com  a  Flt4)  s’expressen  bàsicament  en  les  cèl∙lules 

endotelials, a més de en varis tumors sòlids, i promouen una senyalització intracel∙lular 

que condueix a  l’angiogènesi tumoral270. Aquells tumors sòlids més  irrigats presenten 

una  alta  expressió  d’aquests  receptors  com  en  el  cas  del  carcinoma  renal.  Una 

sobreexpressió d’aquests  receptors està  relacionada amb pronòstic pobre  i a un  risc 

incrementat de la metàstasi271. 

Els  receptors  PDGFRs  s’han  trobat  expressats  en  diferents  cèl∙lules 

mesenquimals,  com  en  el  teixit  connectiu  i  la  glia272,  i  en  els  citotrofoblasts 

placentaris273,  suggerint  un  paper  important  en  la  migració  de  les  cèl∙lules 

mesenquimals  i  en  l’embriogènesi.  S’ha  observat  que  tant  els  PDGFRs  com  el  seus 

lligands  (PGDFs)  són  essencials per  al  correcte  funcionament del  ronyó, del  sistema 

cardiovascular, del cervell, dels pulmons  i del teixit connectiu. En adults, els PDGFRs  i 

PDFs són importants en la inflamació , l’angiogènesi i la transformació tumoral274. Hi ha 

dos  tipus  de  receptors  PDGFR,  PDGFRα  i  PDGFRβ.  Aquests  receptors  s’han  trobat 

sobreexpressats en varis tumors sòlids i també en l’estroma del voltant275. El PDGFR es 

troba  sobreregulat  durant  la  progressió  tumoral  per  estimular  el  creixement  i  la 

proliferació  dels  fibroblasts  que  envolten  i  suporten  les  cèl∙lules  endotelials276. 

L’activació  constitutiva  dels  receptors  PDGFRα  i  PDGFRβ  com  a  resultat  d’una 

translocació cromosòmica s’ha vist en leucèmies. D’altra banda, s’ha trobat l’activació 

de PDGFRα com a resultat de mutacions amb guany de funció en els tumors del tracte 

gastrointestinal. Apart, la presència d’una senyalització autocrina com a conseqüència 

d’una sobreexpressió del lligand PDGF‐B ha estat clarament implicada en la patogènesi 

del dermatofibrosarcoma.274  

  Totes aquestes evidències  fan pensar que els  receptors  tirosina cinasa 

serien una bona diana terapèutica en molts càncers. 
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9.1 Vies de senyalització associades als  receptors amb activitat  tirosina 

cinasa 

 

  La  unió  del  lligand  als  receptors  tirosina  cinasa  desencadena  l’activació  de 

múltiples vies de senyalització com la via PI3K/Akt/mTOR, la via de les MAPK, la via de 

la PKC i la via de la PLCγ, entre altres. 

 

9.1.1 Via PI3K/Akt/mTOR 

  Dins  de  l’eix  de  senyalització  PI3K/Akt/mTOR  hi  participen  aquestes  tres 

proteïnes clau en aquest ordre. 

Akt,  també  anomenada  PKB,  és  una  serina/treonina  cinasa  altament 

conservada  evolutivament.  La  seva  activació  constitutiva  s’ha  relacionat  amb  la 

resistència  a  l’apoptosi,  a  la  proliferació  cel∙lular  i  a  un  augment  del metabolisme 

cel∙lular.  En mamífers,  existeixen  tres  isoformes  d’Akt  (Akt1,  Akt2  i  Akt3),  les  quals 

estan codificades per diferents gens i presenten una homologia de seqüència del 80%. 

Un cop s’ha produït  la unió del  lligand als RTK,  la subunitat catalítica p110 de  la PI3K 

s’activa per dues possibles vies: pel reclutament amb  la seva unitat reguladora p85 o 

per  la  proteïna  Ras. Un  cop  activada,  p110,  fosforil∙la  els  difosfoinosítids  (PIP2)  a  la 

tercera  posició  de  l’anell  per  generar  els  trifosfoinosítids  (PIP3).  En  un  primer  pas, 

aquests  PIP3  s’uneixen  al  domini  PH,  produint  la  translocació  d’Akt  a  la membrana 

plasmàtica. En un segon pas, Akt és fosforil∙lada per la PDK1 (PI3K‐dependent kinase‐1) 

en el residu treonina 308, localitzat en el domini catalític, i per PDK2 (PI3K‐dependent 

kinase‐2)  en  el  residu  serina  473,  localitzat  en  el motiu  hidrofòbic  c‐terminal.  Per 

permetre  la  total activació d’Akt, aquests dos  residus necessiten estar  fosforil∙lats277, 

278.  L’activitat  d’Akt  està  negativament  regulada  per  PTEN,  la  fosfatasa  que 

desfosforil∙la els PIP3 convertint‐los en PIP2. 

Akt pot ser activada en el càncer per nombrosos mecanismes. Per exemple, per 

mutació o deleció de PTEN o per una  amplificació o  sobreexpressió de  la  subunitat 

catalítica  p110  de  la  PI3K.  L’activació  d’Akt  deguda  a  una mutació  en  PTEN  ocorre 

freqüentment en càncers, especialment en el carcinoma d’endometri279. Això fa que la 

via Akt es consideri desregulada en aquest càncer. 
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9.1.2 Via de les MAPK 

  La via de senyalització de les MAPK és un nom genèric que dóna nom a quatre 

cascades  diferents,  les  quals  s’anomenen  depenent  de  l’últim  efector  cinasa 

“downstream”284. Aquesta última proteïna pot ser ERK1/2, JNK1/2/3, p38‐MAPK i Erk5. 

Tot  i que totes aquestes cascades estan regulades per  la senyalització procedent dels 

RTKs, es considera que aquests són els majors reguladors de la cascada ERK1/2. 

  Una  vegada  el  lligand  s’ha  unit  al  RTK,  aquest  s’activa  i  s’autofosforil∙la  en 

residus de  tirosina. Aquest  fet comporta que  la proteïna adaptadora Grb2  s’hi pugui 

unir a través del seu domini SH2 i a través del seu domini SH3 pugui interaccionar amb 

Sos. Amb això, Sos pot ser reclutat a prop de  la membrana plasmàtica, on promouria 

l’intercanvi  de GDP  per GTP  en  una  petita  proteïna G  anomenada  Ras.  Aquest  Ras 

actiu,  ja  unit  a  GTP  podria  unir‐se  i  activar  Raf.  A  continuació,  Raf  indueix  la 

fosforil∙lació del residu serina en el  loop d’activació de Mek285. Un cop Mek 1/2 està 

fosforil∙lada pot fosforil∙lar i activar ERK, mitjançant la fosforil∙lació en dos residus, una 

treonina i una tirosina localitzats en el bucle d’activació i separats per un àcid aspàrtic 

(ERK  1/2)286.  Un  cop  ERK  està  activa  pot  fosforil∙lar  nombroses  proteïnes 

citoplasmàtiques i del citoesquelet, com la família  S6K ribosomals de 90 KDa (Rsk)287. 

Apart, un cop Erk i Rsk 1/2 estan activades poden translocar al nucli, on Erk permetrà 

la fosforil∙lació  i  l’activació de nombrosos factors de transcripció com Sp1, E2F, Elk‐1  i 

AP‐1288.  Tot  això  donarà  lloc  a  una  activació  de  la  proliferació,  la  migració  i  la 

diferenciació cel∙lular. 

  Com  hem  vist  la  proteïna  Ras  forma  part  de  la  via  de  les MAPK.  Aquesta 

presenta  tres  isoformes: Hras, Nras  i Kras. Es  creu que molts efectors d’aquesta  via 

estan permanentment activats deguts a mutacions en RAS. Aproximadament, un 25% 

dels tumors humans presenten mutacions en un d’aquests tres gens, tot  i que el més 

freqüent apareix en KRAS (70‐90%). Aquest gen s’ha trobat freqüentment mutat en el 

carcinoma d’endometri i també en el melanoma, però en menor freqüència. 

  Un altra proteïna, el gen de la qual es troba freqüentment mutat en càncer, es 

B‐raf,  un  altre  component  de  la  via  de  les  MAPK.  La  mutació  més  freqüent  és 

l’anomenada V600E,  situada  en  el domini  cinasa d’aquesta proteïna  serina/treonina 

cinasa.  Això  fa  que  la  proteïna  ERK  estigui  constitutivament  fosforil∙lada  i  per  tant, 

també  la  cascada  ERK.  S’ha  trobat  que  B‐raf  es  troba  mutat  en  un  30‐70%  dels 

melanomes i també en el carcinoma d’endometri. 
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Figura 27. Esquema de l’organització i  funció de la via Ras‐Raf‐MEK‐ ERK. La unió del lligand al 
receptor RTK produeix  la  dimerització  i  l’autofosforil∙lació  en  residus de  tirosina. Aquestes 
tirosines  serveixen  com  a  lloc  d’unió  d’altres molècules  com Grb2,  i més  tard  s’unirà  Sos. 
Aquest complex activa la proteïna Ras, estimulant‐la a intercanviar GDP per GTP. Aquest canvi 
produeix un canvi conformacional en Ras, que  li permet unir‐se a Raf, reclutant‐lo des de el 
citosol  a  la  membrana  plasmàtica.  Raf  activat  fosforil∙la  i  activa  MEK,  que  al  seu  torn, 
fosforil∙la i activa ERK. La proteïna Ksr‐1 serveix de lloc d’anclatge de la via. ERK té nombroses 
dianes citosòliques i pot translocar a nucli per activar la transcripció gènica, que donarà lloc a 
proliferació cel∙lular, migració i diferenciació. 

 

 

9.2 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa 

  La FDA ha aprovat  l’ús de varies molècules que s’han desenvolupat per  inhibir 

RTKs activats, per al  tractament del  càncer  i altres malalties. Aquestes molècules es 

poden  dividir  en  dues  categories  diferents:  inhibidors  de  pes  molecular  petit  o 

anticossos monoclonals. Els inhibidors de pes molecular petit competeixen per als llocs 

d’unió de  l’ATP en  aquests  receptors, els quals es  troben en el domini  intracel∙lular 

TK289, 290. Aquests petits inhibidors són actius oralment i poden ser combinats fàcilment 

amb altres formes de quimioteràpia o radioteràpia. Els anticossos monoclonals poden 

interferir  tant  en  l’activació  dels  RTKs,  bloquejant‐la,  com  etiquetar  les  cèl∙lules 
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expressores de RTKs perquè siguin  reconegudes pel sistema  immune  i així poder ser 

destruïdes291. 

 

Taula 4. Llistats de molècules aprovades per la FDA per al tractament del càncer, que actuen 
inhibint  els  RTKs.  En  blau  es mostren  els  inhibidors  de  pes molecular  petit  i  en  groc  els 
anticossos monoclonals (modificat de: Lemmon M.A. et al. Cell, 2010, 141:1117‐1134)250 

 

 

 

Apart, dels  inhibidors  indicats en  la  taula,  també  s’han  sintetitzat Canertinib, 

Vatalanib,  Semaxinib  i  Leflunomide,  però  encara  no  han  estat  aprovats  per  la  FDA, 

degut  a  la  seva  limitada  eficàcia  i  al  seu modest  poder  inhibitori.  Canertinib  és  un 

inhibidor de EGFR; Vatalanib és un inhibidor de VEGFR i a més concentració també de 

PDGFRβ, c‐Kit  i c‐FMS; Semaxinib és un  inhibidor de VEGFRs  i  també de c‐Kit  i Flt‐3; 

Leflunomide és un inhibidor de PDGFR.  

 

 

Small Molecule  Mab  Target  Disease 
Year of  

approval 

Imatinib (Gleevec)  PDGFR, KIT, Abl, Arg  CML, GIST  2001 

Gefitinib (Iressa)  EGFR  Esophageal cancer, Glioma  2003 

Erlotinib (Tarceva)  EGFR  Esophageal càncer, Glioma  2004 

Sorafenib (Nexavar)  Raf, VEGFR, PDGFR, Flt3, KIT  Renal cell carcinoma  2005 

Sunitinib (Sutent)  KIT, VEGFR, PDGFR, Flt3 
Renal cell carcinoma, GIST, Endocrine 

pancreatic cancer 
2006 

Dasatinib (Sprycel)  Abl, Arg, KIT, PDGFR, Src  Gleevec‐resistant CML  2007 

Nilotinib (Tasigna)  Abl, Arg, KIT, PDGFR  Gleevec‐resistant CML  2007 

Lapatinib (Tykerb)  EGFR, ErB2  Mammary carcinoma  2007 

Trastuzumab (Herceptin)  ErB2  Mammary carcinoma  1998 

Cetuximab (Erbitux)  EGFR  Colorectal cancer. Head and neck cancer  2004 

Bevacizumab (Avastin)  VEGFR  Lung cancer, Colorectal cancer  2004 

Panitumumab (Vectibix)  EGFR  Colorectal cancer  2006 
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Com que els inhibidors de pes molecular petit tenen com a diana els lloc d’unió 

a  l’ATP, apart de tenir afinitat per RTKs també presenten afinitat per altres molècules  

Figura  28.  Estructures 
químiques  d’alguns 
inhibidors  de  molècules 
amb  activitat  tirosina 
cinasa,  utilitzats  com  a 
teràpia  contra  el  càncer. 
(Arora A. et al. The Journal 
of  Pharmacology  and 
Experimental 
Therapeutics,  2005, 
315:971‐979)281.  
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amb activitat tirosina cinasa, com és el cas de Imatinib. Aquest fàrmac va ser identificat 

en el programa de desenvolupament d’inhibidors de PDGFR, però més tard es va veure 

que  inhibia de forma molt potent Abl, una molècula amb activitat tirosina cinasa que 

no és un receptor.  

A  continuació,  passarem  a  explicar  dos  inhibidors  de  pes  molecular  petit: 

Imatinib i Sunitinib. 

Imatinib  mesylate  (STI571;  Gleevec®)  és  un  inhibidor  comercialitzat  per 

Novartis que s’està utilitzant per al tractament de la CML des de la seva aprovació per 

part de  la  FDA,  l’any 2001, en demostrar una  resposta  clínica  favorable en diversos 

assajos clínics. Aquesta  leucèmia es caracteritza perquè  la molècula Abl presenta un 

activitat tirosina cinasa constitutiva, a causa de  la formació de  la quimera oncogènica 

Bcr‐Abl, com a conseqüència de la translocació cromosòmica entre els cromosomes 9 i 

22,  coneguda  com  a  cromosoma  Philadelphia.  Aquesta  característica  genètica  s’ha 

observat en el 95% dels pacients afectats per CML1. La formació de la quimera suposa 

una desregulació de  les vies de senyalització  intracel∙lulars donant  lloc a un augment 

de la proliferació i resistència a l’apoptosi dels progenitors hematopoètics. Imatinib és 

capaç d’inhibir  tant Abl com Bcr‐Abl292, per  la qual cosa es considera el  fàrmac  ideal 

per atacar aquest tipus de càncer. Apart de tractar  la CML també s’ha utilitzat per al 

tractament del GIST, donat la seva activitat inhibitòria dels receptors c‐Kit i PDGFRs. Se 

sap que la tant la desregulació de c‐Kit com de PDGFR juguen un paper important en la 

formació  del  GIST293.  Aquests  tumors  es  caracteritzen  per  expressar  c‐Kit  en  la 

superfície cel∙lular. Imatinib inhibeix  c‐Kit salvatge i c‐Kit mutat a unes concentracions 

similars a les requerides per la inhibició de Bcr‐Abl294.   

Sunitinib malate  (SU11248;  Sutent®) és un  inhibidor  comercialitzat per Pfizer 

que inhibeix de forma potent VEGFR (1,2 i 3), PDGF (α i β), c‐Kit i Flt‐312, 295. També té 

activitat  inhibitòria, però en menys potència de Ret, FGFR1  (fibroblast growth  factor 

receptor  1),  c‐met,  IGFR‐1R  i  CSF‐1R  (colony‐stimulating  factor  receptor  1)12.  En  un 

primer moment,  va  ser  aprovat  per  la  FDA  l’any  2006  per  al  tractament  del  càncer 

renal i per a aquells GIST que es mostraven resistents a la teràpia amb Imatinib296. Més 

tard, la seva utilització s’ha estès també per al càncer pancreàtic. En un principi, es va 

dissenyar per poder  superar  la potència del  seu predecessor, Semaxinib,  i de  fet, va 

mostrar  una  major  inhibició  de  VEGFR2,  PDGFRβ,  c‐Kit  i  FGFR1  comparat  amb 

aquest290,  297,  298.  També,  Sunitinib  és més  soluble  i més  estable  que  altre  anàlegs 

sintetitzats  prèviament299.  A  més  a  més,  comparat  amb  Imatinib,  Sunitinib  ha 
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demostrat ser més potent a  l’hora d’inhibir c‐Kit  i els PDGFRs, cosa que ha fet que es 

consideri com a un segon fàrmac per tractar el GIST12. 

La  inhibició de tots aquests receptors per part del Sunitinib, bloqueja diverses 

transduccions  de  senyals  i  per  tant,  afecta  a  nombrosos  processos  cel∙lulars  com  el 

creixement tumoral, la metàstasi i l’angiogènesi300. 

 
 

 
 
 

Figura  29.  Vies  de  senyalització  implicades  i  efectes  cel∙lulars  en  la  inhibició  de 
receptors amb activitat  tirosina cinasa, dianes de Sunitinib.  (Atkins M. et al. Nature 
Reviews Drug Discovery, 2006, 5:279‐280)296. 

 
 
 
   

La  inhibició  de  receptors  amb  activitat  tirosina  cinasa    per  part  de  Sunitinib 

bloqueja tres vies de senyalització diferents. La via PI3K/Akt/mTOR301, 302, la via de les 

MAP cinases i la via de la PKC296. El bloqueig de la via PI3K/Akt/mTOR té com a resultat 

un efecte citotòxic directe en les cèl∙lules del tumor. D’altra banda, Sunitinib també té 

un efecte  important antiangiogènic  i de destrucció de  la vascularització tumoral. Tots 

dos fenòmens es produeixen a través del bloqueig de la via de les MAP cinases i PKC. 
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Així, doncs, l’atractiu de Sunitinib recau en el seu doble efecte inhibidor del creixement 

cel∙lular  del  tumor  i  de  l’angiogènesi. A més,  de  forma  interessant  i  sabent  l’efecte 

pleiotròpic  dels  RTKs  s’ha  trobat  recentment  que  Sunitinib,  juntament  amb  altres 

receptors amb activitat tirosina cinasa, poden inhibir la via NFκB303. 

 

 

9.3  Els  inhibidors  de  receptors  amb  activitat  tirosina  cinasa  en  el 

melanoma 

 
  Fins al moment, l’ús d’inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa en el 

melanoma,  ha  anat  dirigit  a  inhibir  c‐Kit.  La  possibilitat  de  que  c‐Kit  fos  una  diana 

terapèutica en el melanoma ja fa temps que s’hipotetitza. De fet, c‐Kit és una proteïna 

que  actua  com  a  un  receptor  de  factor  de  creixement  fonamental  dels melanòcits 

epidèrmics  i  juga un paper primordial en  la diferenciació  i  la migració de  les cèl∙lules 

melanocítiques  durant  el  desenvolupament  embrionari304.  En  concordança,  molts 

melanomes  expressen  c‐Kit.  No  obstant,  algunes  dades  clíniques  i  experimentals 

apuntaven en contra d’aquesta hipòtesi  fins  fa poc anys,  ja que, d’una banda s’havia 

demostrat que  la expressió de c‐Kit disminuïa durant  la progressió  tumoral de molts 

melanomes305, 306. D’altra banda, en algunes línies cel∙lulars, la pèrdua d’aquest factor 

s’havia relacionat amb un augment de la seva capacitat metastatitzant307, 308.  A més a 

més,  els  primers  assajos  clínics  realitzats  amb  pacients  amb melanoma metastàtic, 

utilitzant  l’inhibidor de c‐Kit,  Imatinib, no van donar resultats esperançadors309, 310. A 

pesar de que existien evidències experimentals i clíniques prèvies de respostes aïllades 

a  Imatinib  i  de mutacions molt  ocasionals  en  l’exó  11  de  KIT  en  algunes  línies  de 

melanoma311‐314, no fa ser fins  la publicació del treball de Curtin  i col∙laboradors  l’any 

200659 fins que es va establir que en un 39%, un 36% i un 28% de determinats tipus de 

melanoma,  de  per  si  poc  freqüents,  (melanoma  de  mucoses,  melanoma  acral  i 

melanoma  sobre  pell  amb  dany  actínic  crònic,  respectivament),  es  trobaven 

aberracions genètiques de KIT que convertien a  la proteïna codificada per aquest gen 

en una possible diana per al seu tractament. La baixa representació d’aquests tipus de 

melanomes,  explicarien  la  falta  de  resposta  observada  en  els  assajos  clínics 

mencionats315. 

 

  Les alteracions genètiques de KIT  inclouen mutacions  i amplificacions d’aquest 

gen. Aquesta dada és important perquè no necessàriament els dos tipus d’alteracions 

tenen perquè tenir el mateix significat biològic. Del total d’aberracions genètiques de 
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KIT, només un 15‐38%, un 8‐23% i un 0‐17% (dels melanomes de mucoses, acrals i pell 

amb  dany  actínic  crònic,  respectivament)  corresponen  a mutacions.  La majoria  de 

mutacions, tal i com ocorre en els GISTs, estan localitzades en l’exó 11. No obstant, en 

el melanoma, existeixen mutacions en major proporció que en el GIST, en els exons 13, 

17 i 18, i que precisament corresponen a mutacions associades a resistència a Imatinib. 

Per  altra  banda,  en  el  melanoma,  s’ha  descrit  la  coexistència  de  mutacions  i 

amplificacions de KIT. Curiosament, depenent si c‐Kit està amplificat o mutat es poden 

trobar grans diferències després del tractament amb Imatinib, tal  i com es descriu en 

un  assaig  clínic316,  on  la  resposta  dels  pacients  era  del  50%  en  aquells  pacients 

portadors  de melanomes  amb mutacions  de  KIT, mentre  que  cap  pacient  portador 

d’amplificacions del gen va  respondre positivament al  tractament amb  Imatinib. Per 

tant, des del punt de vista clínic, els estudis moleculars semblen  imprescindibles per 

establir  l’existència d’alteracions d’aquest  gen317‐321,  i  indicar  així el  tractament  amb 

inhibidors de c‐kit, com Imatinib, ja que els resultats obtinguts fins al moment semblen 

indicar  que  no  sempre  existeix  una  relació  entre  la  positivitat  o  negativitat 

immunohistoquímica per a c‐Kit i la presència o absència d’aberracions genètiques.  

 

  A més  de  Imatinib,  també  actuen  inhibint  l’activitat  tirosina  cinasa  de  c‐Kit, 

Sunitinib, Dasatinib  i Sorafenib. La capacitat d’aquests  fàrmacs per  induir  la regressió 

de melanomes  portadors  de mutacions  activadores  de  KIT  s’ha  demostrat  en  varis 

casos clínics i assaigs in vitro318, 322‐326. 

 

  En  la  línia de  la utilització de Sunitinib en el tractament del melanoma, varies 

evidències  addicionals  apunten  a  la  seva  utilitat,  ja  que  s’ha  observat  la  presència 

d’altres receptors diana de Sunitinib com PDGFRs306, 327 i VEGFRs328, 329 en el melanoma 

i en alguns casos la seva expressió sembla augmentar a mesura que avança l’estadi del 

melanoma. Concretament, d’un banda,  sembla  ser que  l’expressió de VEGFR2 en un 

tumor  sembla  bastant  restringida  a  aquelles  cèl∙lules  malignes  de  llinatge 

melanocític306,  330,  i  la  sobreproducció  del  lligand  VEGF  juntament  amb  els  seus 

receptors s´ha vist que media el creixement de  les cèl∙lules de melanoma mitjançant 

un mecanisme autocrí329, 331. Per altra banda, PDGFRα s’ha vist sobreexpressat en un 

nombre  important  de melanomes malignes308,  327,  332,  i  també  els  seus  lligands,  els 

quals podrien participar en un possible mecanisme autocrí327. No és el cas de PDGFRβ, 

el qual no es troba expressat en el melanoma327. Pel que fa referència a mutacions en 

aquests receptors, no s’han observat mutacions en els VEGFRs ni en PDGFRA333 en el 

melanoma.  En  el  cas  de  PDGFRA,  es  va  estudiar  la  presència  de  mutacions  en 
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melanomes de tipus primari en els exons 10, 12, 14 i 18, comunament descrits com a 

hotspots d’aquest gen, però no es va observar la presència de cap mutació. 

 

  Donada  l’expressió  de  RTKs  en  el melanoma,  varis  d’ells  importants  per  la 

progressió  tumoral, podríem dir que  Sunitinib  resultaria  ser un  tractament  raonable 

per al melanoma metastàtic. 

 

9.4  Els  inhibidors  de  receptors  amb  activitat  tirosina  cinasa  en  el 

carcinoma d’endometri 

La presència de  receptors amb activitat  tirosina  cinasa  i dels  seus  lligands ha 

estat  estudiada  extensament  en  el  carcinoma  d’endometri.  Pel  que  fa  a  c‐Kit,  tant 

aquest  receptor334‐337  com  el  seu  lligand,  SCF335,  s’han  trobat  expressats  en  el 

carcinoma d’endometri, suggerint  la existència d’un possible bucle autocrí que pugui 

afavorir  la  progressió  d’aquest  càncer.  No  obstant,  en  general,  sembla  no  haver 

diferències  significatives entre  la expressió c‐Kit en el carcinoma d’endometri  i en el 

teixit sa335, 336. Fins i tot, en el teixit sa, l’expressió de c‐Kit varia depenent en l’estadi en 

que es  trobi  l’endometri,  ja sigui proliferatiu o secretor336. D’altra banda, sí que s’ha 

relacionat una major expressió de c‐Kit en aquells carcinomes d’endometri recurrents 

comparats amb els tumors primaris334 i també una major freqüència de les metàstasis i 

invasió miometrial i una menor supervivència en aquells pacients portadors de tumors 

c‐Kit positius337. Per tant, sembla ser que c‐Kit podria tenir un paper important durant 

la progressió del carcinoma d’endometri, però no en la seva gènesi. 

 

Pel que fa a la utilització d’inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa, 

només s’ha pensat en la utilització de Imatinib, però més per l’existència de receptors 

PDGFRs que per c‐Kit334. Concretament s’ha vist que tant els carcinomes primaris com 

els recurrents d’endometri presenten una alta positivitat per PDGFRs, sent del 100% en 

els  tumors  recurrents.  A  més,  també  s’ha  demostrat  la  presència  dels  receptors 

PDGFRs  fosforil∙lats  en  teixits  tumorals,  incrementant‐se  en  aquells  carcinomes 

d’endometri recurrents. Aquests fets, posen de manifest el paper d’aquests receptors 

PDGFRs  en  la malignitat  del  carcinoma  d’endometri.  També  estan  en  concordància 

amb aquells treballs que apunten a PDGFRα com a diana terapèutica en altres càncers 

emparentats amb el  carcinoma d’endometri,  com els  sarcomes uterins338  i el  càncer 

ovàric200. 
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Una altra família receptors  interessants en el carcinoma d’endometri, que són 

diana  de  Sunitinib,  podrien  ser  els  VEGFRs.  Aquests  receptors  (VEGFR‐1,  VEGFR‐2  i 

VEGFR‐3) s’han trobat expressats tant en les cèl∙lules tumorals com en les cèl∙lules de 

l’estroma  i  endotelials  adjacents339,  340  en  el  carcinoma  d’endometri. Alhora,  també 

s’ha vist una forta expressió dels seus lligands en al carcinoma d’endometri comparada 

amb  la  trobada en  l’epitel∙li normal. També, s’ha  relacionat una major  immunotinció 

de  VEGFR‐3  i  VEGF‐D  en  aquells  casos  de  més  invasió  miometrial  i  metàstasi340. 

Aquests  fets  suggereixen  la  importància d’unes possibles  senyalitzacions autocrines  i 

paracrines durant la progressió del carcinoma d’endometri. 

 

Pel que fa a mutacions de KIT, PDGFR i VEGFR, no hi ha cap treball que demostri 

la existència de mutacions en aquests gens en el carcinoma d’endometri. 

 

Sunitinib,  tot  i que amb menys afinitat, actua  també  inhibint altres  receptors 

amb  activitat  tirosina  cinasa  com  EGFR,  CSF‐1R  i  FGFR12.  Això  és  especialment 

rellevant,  ja que  s’ha vist que expressió de EGFR en el carcinoma d’endometri  i una 

forta expressió s’ha correlacionat amb una menor supervivència  i amb un major grau 

histològic341.  D’altra  banda,  hi  ha  estudis  que  demostren  la  presència  de  CSF‐1R 

(colony  stimulating  factor  receptor  1)  en  el  carcinoma  d’endometri,  el  qual  s’ha 

associat a un pronòstic pobre i a una major potència invasiva342, 343. A més a més, s’han 

trobat  mutacions  de  guany  de  funció  de  FGFR2  en  el  12%  dels  carcinomes 

d’endometri344,  i  la  pèrdua  d’aquest  receptor  indueix  mort  en  línies  cel∙lulars  de 

carcinoma  d’endometri345.  Tots  aquests  fets  i  els  anteriorment mencionats  apunten 

que Sunitinib podria suposar un bon tractament per al carcinoma d’endometri, donat 

que aquest expressa molts dels receptors diana de Sunitinib i alhora aquests receptors 

són importants per a la progressió del carcinoma endometrial. 
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  El melanoma, un cop disseminat, és un càncer que presenta molt mal pronòstic 

i  resulta altament  resistent a  la quimioteràpia  convencional. Com que el  tractament 

futur del melanoma metastàtic sembla encaminat a  la cerca de noves teràpies, molts 

esforços  s’han  sumat  a  l’hora de  trobar noves dianes  terapèutiques que puguin  ser 

útils per aquest càncer i així disposar de tractaments més efectius. 

 

  Pel que  fa  referència al  carcinoma d’endometri, aquest  càncer presenta molt 

poques opcions terapèutiques un cop es troba en fase avançada, fet que ocorre en un 

20% dels carcinomes. En aquest sentit, és un fet crucial trobar nous tractaments per al 

carcinoma d’endometri que siguin útils 

 

  Dit això, hem volgut avaluar  l’efecte de diversos agents antitumorals, tant sols 

com combinats, utilitzats en altres tipus de càncer. Aquestes anàlisis farmacològiques 

les  hem  dut  a  terme  principalment  en  el melanoma  però  també  en  el  carcinoma 

d’endometri. Els objectius del nostre treball van ser els següents: 

 

1. Analitzar  l’expressió  de  receptors  de  la  somatostatina  i  l’efecte  en  la 

proliferació de dos anàlegs de la somatostatina, SOM230 i Octreotide, en línes 

cel∙lulars de melanoma. 

 

2. Caracteritzar  l’efecte  en  la  proliferació  i  l’apoptosi  de  quatre  inhibidors  del 

proteasoma  estructuralment  diferents,  Bortezomib,  MG132,  ALLN  i 

Epoxomicina en línies cel∙lulars de melanoma. 

 

3. Evaluar  l’efecte  del  tractament  combinat  de  Bortezomib  i  l’inhibidor  de 

receptors  amb  activitat  tirosina  cinasa  Sunitinib  en  línies  cel∙lulars  de 

melanoma. Trobar l’aplicabilitat d’aquesta teràpia en melanomes concrets. 

 

4. Testar  l’efecte  del  tractament  combinat  de  Bortezomib  i  Sunitinib  en  línies 

cel∙lulars de carcinoma d’endometri. 
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Aquesta tesi és una tesi per articles, composta per 4 articles. Els resultats són: 

 

1. Expression of Somatostatin receptors in human melanoma cell lines: effect of 

two  different  somatostatin  analogues,  Octreotide  and  SOM230  on  cell 

proliferation. 

 

2. Effect  of  proteasome  inhibidors  on  proliferation  and  apoptosis  of  human 

cutaneous melanoma‐derived cell lines. 

 

3. Inhibition of activated receptor tyrosine kinases by Sunitinib  induces growth 

arrest and sensitizes melanoma cells to Bortezomib by blocking Akt pathway. 

 

4. Blockade of NFκB activity results  in an  increase of cell death  in Bortezomib‐

treated endometrial carcinoma cells. 
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ARTICLE 1.  

 

1. Expression  of  somatostatin  receptors  in  human  melanoma  cell 

lines:  effect  of  two  diferent  somatostatin  anàlogues, Octreotide 

and SOM230 on cell proliferation. 

 

 

1. Expressió de  receptors de  la  somatostatina en  línies  cel∙lulars de 

melanoma:  efecte de dos  anàlegs de  la  somatostatina diferents, 

Octreotide i SOM230 en la proliferació cel∙lular. 

 

1.1 El tractament de les línies cel∙lulars de melanoma amb cada anàleg de la 

somatostatina  durant  1,  3  o  6  dies,  inhibeix  la  proliferació  cel∙lular  de 

forma moderada de manera concentració depenent. 

 

1.2 El  pic  màxim  d’inhibició  de  la  proliferació  s’assoleix  al  tercer  dia  de 

tractament, utilitzant la concentració més alta d’Octreotide i SOM230. 

 

1.3 L’anàlisi d’expressió de receptors de  la somatostatina per PCR en temps 

real demostra que  les  línies  cel∙lulars de melanoma  testades expressen 

almenys un dels quatre receptors de la somatostatina estudiats. 

 

1.4 Els receptors expressats en més nivell en les línies cel∙lulars de melanoma 

són en aquest ordre: SSTR2, SSTR1, SSTR3 i SSTR5. 

 

1.5 No  existeix  cap  correlació  estadísticament  significativa  entre  els nivells 

d’expressió dels receptors analitzats i la resposta a Octreotide i SOM230 

en les línies cel∙lulars de melanoma. 
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ARTICLE 2.  

 

2. Effect of proteasome  inhibidors on proliferation and apoptosis of 

human cutaneous melanoma‐derived cell lines. 

 

 

2. Efecte dels inhibidors del proteasoma en la proliferació i l’apoptosi 

de línies cel∙lulars humanes d’origen cutani. 

 

2.1 Els  inhibidors del proteasoma  indueixen una reducció en  la viabilitat en 

nombroses línies cel∙lulars de melanoma. 

 

2.2 Els inhibidors del proteasoma indueixen una parada en el cicle cel∙lular i 

una reducció en la proliferació. 

 

2.3 Els inhibidors del proteasoma desencadenen apoptosi. 

 

2.4 Els  inhibidors del proteasoma  indueixen mort  cel∙lular,  tant dependent 

com independent de caspases. 

 

2.5 Els  inhibidors  del  proteasoma  indueixen  un  alliberament  d’AIF  des  del 

mitocondri en absència d’activació de caspases 
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ARTICLE 3.  

 

3. Inhibition  of  activated  receptor  tyrosine  kinase  by  Sunitinib 

induces  growth  arrest  and  sensitizes  melanoma  cells  to 

Bortezomib by blocking Akt pathway. 

 

 

3. La  inhibició  de  receptors  tirosina  cinasa  activats  per  part  del 

Sunitinib  indueix  una  reducció  del  creixement  i  sensibilitza  les 

cèl∙lules de melanoma a Bortezomib mitjançant el bloqueig de  la 

via Akt. 

 

3.1 Tant  les  biòpsies  de  teixit  de melanoma  primari  i metastàtic  com  les 

línies cel∙lulars de melanoma expressen receptors diana de Sunitinib. 

 

3.2 Sunitinib indueix diferents graus de parada del creixement cel∙lular en les 

línies de melanoma metastàtic. 

 

3.3 Sunitinib  inhibeix  les  vies  de  senyalització  cel∙lulars  “downstream”  de 

VEGFR2 i PDGFRα en les línies cel∙lulars M17 i M16, respectivament. 

 

3.4 El silenciament de PDGFRA i VEGFR2 per shRNA mimetitza els efectes de 

les línies cel∙lulars M16 i M17, respectivament. 

 

3.5 La combinació de  l’inhibidor de  la via PI3K/Akt LY  i Bortezomib  indueix 

un increment de la mort cel∙lular de forma sinèrgica. 
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ARTICLE 4.  

 

4. Blockade  of NFκB  activity  results  in  an  increase  of  cell  death  in 

Bortezomib‐treated endometrial carcinoma cells. 

 

 

4. El  bloqueig  de  la  via  NFκB  resulta  en  un  increment  de  la mort 

cel∙lular en les línies cel∙lulars de carcinoma d’endometri tractades 

amb Bortezomib. 

 

4.1 Sunitinib  redueix  el  creixement  in  vitro  de  les  línies  cel∙lulars  de 

carcinoma d’endometri. 

 

4.2 Sunitinib  no  actua  a  través  de  les  dianes més  conegudes  en  les  línies 

cel∙lulars de carcinoma d’endometri. 

 

4.3 Sunitinib  bloqueja  tant  la  via NFκB  basal  com  la  induïda  per  diferents 

factors. 

 

4.4 El  tractament  combinat de  Sunitinib  i Bortezomib  resulta  en un  efecte 

sinèrgic de mort cel∙lular. 

 

4.5 La  inhibició  de  la NFκB mitjançant  shRNA  de p65  potencia  els  effectes 

citotòxics de Bortezomib, mimetitzant els effectes de Sunitinib en  la via 

NFκB. 
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ABSTRACT 

Endometrial carcinoma is one of the most common malignancies in the female genital 

tract,  usually  treated  by  surgery  and  radiotherapy.  Chemotherapy  is  used  when 

endometrial carcinoma  is associated with widespread metastasis or when  the  tumor 

recurs after radiation therapy. In the present study, we demonstrate that the tyrosine 

kinase  receptor  inhibitor  Sunitinib  reduces  cell  viability,  proliferation,  clonogenicity 

and induces apoptotic cell death in endometrial carcinoma cell lines, which is not due 

to  its  action  through  the most  known  targets  like VEGFR. Neither  through  EGFR  as 

demonstrated  in  this  work.  Interestingly,  Sunitinib  reduces  NFкB  transcriptional 

activity either at basal level or activation by EGF or TNF‐α. Moreover, we observed that 

Sunitinib  was  able  to  inhibit  the  Bortezomib‐induced  NFкB  transcriptional  activity 

which correlates with a decrease of the phosphorylated levels of IKKα and β, p65 and 

IкBα. We evaluated the nature of the interaction between Sunitinib and Bortezomib by 

the  dose  effect method  and  identified  a  synergistic  effect  (combination  index  <  1). 

Analogously,  silencing  of  p65  expression  by  lentiviral‐mediated  short‐hairpin  RNA 

delivery  in  Bortezomib  treated  cells  lead  to  a  strongly  increased  sensitivity  to 

Bortezomib apoptotic cell death. Altogether our results suggest that the combination 

of  Sunitinib  and  Bortezomib  could  be  considered  a  promising  treatment  for 

endometrial carcinoma after failure of surgery and radiation. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 

INTRODUCTION 

Endometrial carcinoma is one of the most common malignancies in the female genital 

tract,  responsible  for one  third of deaths  related  to  gynecologic  cancers1.  The  early 

stage  of  endometrial  carcinomas  are  treated  by  surgery  and  radiation  and  the 

advanced stage has a very poor prognosis2. During the past years, many efforts have 

been  undertaken  to  understand  the  biology  of  endometrial  carcinoma.  Endometrial 

carcinoma  can  be  divided  into  two  clinicopathological  variants,  type  I  and  type  II3, 

endometrioid and non‐endometrioid endometrial carcinoma. Despite this knowledge, 

the  pharmacological  treatment  of  advanced  endometrial  carcinoma  still  remains 

treated with progesterone4 and the combined regimen of doxorubicin and cisplatin5, 6. 

Often,  treatments  fail  due  to  the  emergence  of  chemoresistance  and  new  other 

therapeutic options are very  limited6. Therefore, further  investigations are needed to 

better  understand  the  signal  transduction  pathways  dysregulated  in  endometrial 

carcinoma. This will  lead  to  the  identification of novel  therapeutic  targets  that could 

improve patient’s prognosis and treatment outcomes. 

It  is well known that the NFкB pathway  is constitutively activated  in many cancers7,8, 

including  endometrial  carcinoma9.  This  pathway  controls  several  critical  processes 

such as cell growth, differentiation and apoptosis8 and its dysregulation can induce cell 

transformation. NFкB  inhibitors can act on different  levels,  for example by  inhibiting 

IKKs10. or preventing  the degradation of  IкBα by  impairing  the ubiquitin proteasome 

pathway. A well described inhibitor of the NFкB pathway is Bortezomib (Velcade®, also 

known as PS‐341; Millennium Pharmaceuticals, Cambridge, MA), a dipeptidyl boronic 

acid that reversibly  inhibits the chemotrypsin  like activity of the proteasome and  is a 

well  described  drug  for  treating multiple myeloma11,12,13.  The  ability  of  proteasome 

inhibitors to inhibit the NFкB pathway is controversial and conflicting results have been 

reported  for  Bortezomib. While  proteasome  inhibitors  inhibit  the NFкB  pathway  in 

some  cancer  types,  the opposite  effect has been demonstrated  in  various  tumours, 

including  endometrial  carcinoma14,  multiple  myeloma15,  gastrointestinal  stromal 

tumor16 and in a colon adenocarcinoma cell line17, despite showing cytotoxic effects.  

 

A recent study by Miller and colleagues18 revealed a list of known compounds capable 

of  inhibiting NFкB activity, highlighting different means of blocking this pathway. One 

of the drugs tested was Sunitinib. Sunitinib (SU11248; Sutent®, Pfizer, New York, NY) is 

an  inhibitor of multiple tyrosine kinase receptors that potently  inhibits c‐kit, vascular 

endothelial  growth  factor  receptor  (VEGFR),  platelet‐derived  growth  factor  receptor 



           

 
 

(PDGFR)  and  to  a  lesser  extent  EGFR19,  20.  Recently,  Sunitinib  maleate  has  been 

approved by  the  FDA  for  the  treatment of  renal  cell  carcinoma  and  gastrointestinal 

stromal tumors21. Moreover, Sunitinib is currently being tested in two different phase 

II  studies of patients with  recurrent and metastatic endometrial carcinoma,  showing  

partial  responses  and  stable  disease  in  some  cases  [Welch  S.  and  Correa  R., 

unpublished]. 

A priori, the use of Sunitinib in endometrial carcinoma is rational due to the presence 

of several tyrosine kinase receptors and their ligands. Examples are both c‐kit receptor 

and its ligand, stem cell factor (SCF), which are expressed in endometrial carcinoma22‐

25. VEGF showed high expression in endometrial tumor cells in comparison with normal 

endometria and the receptors VEGFR1, VEGFR‐2 and VEGFR‐3 have been shown to be 

expressed  in the surrounding endothelial cells22, 26, 27. As for the receptor PDGFRα,  its 

expression has been demonstrated  in endometrial carcinoma22. Finally, EGF  receptor 

was also found to be expressed in this cancer28 

 

We have previously demonstrated a synergistic  interaction between Bortezomib and 

Sunitinib  in melanoma29.  In  the  present  study,  we  first  investigated  the  effects  of 

Sunitinib  in endometrial carcinoma cell  lines and  found that Sunitinib treatment  lead 

to a decrease  in proliferation and apoptotic cell death. Moreover, Sunitinib  inhibited 

the NFкB pathway, which was induced by different known stimulus such as TNF‐α and 

EGF  and  even  the  induction  of  NFкB  by  Bortezomib.  Furthermore,  we  observed  a 

synergistic interaction between Sunitinib and Bortezomib (CI<1) and postulate that this 

is  mediated  by  the  ability  of  Sunitinib  to  block  the  NFкB  pathway  via  the 

desphosphorylation of p65. 

 

Our  principal  goal  was  to  determine  if  the  combined  treatment  of  Suntinib  and 

Bortezomib  could  result  in a more effective  treatment of endometrial  carcinoma.  In 

particular, we investigated the ability of Sunitinib to inhibit the NFкB pathway induced 

by Bortezomib, which was  found  to enhance  the cell cytotoxicity. The  results of  this 

endeavour could provide essential information for the design of future preclinical and 

clinical studies in endometrial carcinoma. 

 

 

 



 

 
 

MATERIALS AND METHODS 

Cell  cultures  and  treatment  procedures.  The  Ishikawa  3‐H‐12  cell  line  (IK)  was 

obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA). RL‐95 and Hec‐1A 

cells  were  provided  by  Dr.  Reventos  (Hospital  Vall  d´Hebron,  Barcelona).  These 

endometrial carcinoma cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(Sigma‐Aldrich,  St  Louis, MO, USA)  supplemented with  10%  fetal  calf  serum  (Gibco, 

Barcelona, Spain), 20 mmol∙L‐1 of L‐glutamine and antibiotics at 37°C and 5% CO2. The 

tyrosine kinase  inhibitor and  the proteasome  inhibitor Bortezomib were dissolved  in 

water  at  final  concentrations  of  25mM  and  2,6mM  respectively,  and  added  to  the 

complete media  to  the  appropiate  final  concentrations. All  treatments were  carried 

out in complete media, performed in triplicate, and repeated at least three times. 

 

Chemical  reagents  and  antibodies.  3‐(4,5‐Dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyl 

tetrazolium  bromide  (MTT),  RNase  A,  propidium  iodide,  monoclonal  antibody  to 

tubulin and EGF were obtained  from Sigma  (St Louis, MO). The proteasome  inhibitor 

Bortezomib was manufactured by Millennium Pharmaceuticals. The tyrosine  inhibitor 

Sunitinib was  kindly  provided  by  Pfizer  Inc.  The  EGFR  inhibitor  AG  1478 was  from 

Merck (Darmstadt, Germany). Antibodies against cleaved caspase 3, PDGFRα, PDGFRβ, 

VEGFR2,  EGFR,  EGFR‐phosphotyrosine  1068,  p65‐phosphoserine  536,  IкBα‐

phosphoserine  32,  phospho‐p44/42  MAPK  (ERK  1/2)  and  IKKα‐phosphoserine 

180/IKKβ‐phosphoserine 181 were manufactured by Cell Signaling (Beverly, MA, USA). 

Dako (Glostrup, Denmark) antibodies against c‐kit and Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA) antibodies against p65 were used. 

 

Determination of cell viabilty and clonogenicity. Cell viability was determined by MTT 

assays.  Endometrial  carcinoma  cell  lines were  plated  on M96 well  plates. After  the 

corresponding treatments, cells were  incubated  for 45 min with 0.5 mg∙mL‐1 of MTT 

reagent and  lysed with DMSO. Absorbance was measured at 595 nm  in a microplate 

reader (Bio‐Rad, Richmond, CA, U.S.A.). For clonogenic assays, 103 Ishikawa, 3∙103 Hec‐

1‐A and 3∙103 RL‐95‐2 cells were seeded in 2 ml culture medium per well (6 well plate), 

left  untreated  or  treated  every  two  days  with  0.1µM,  0.2µM,  0.5µM  and  1µM  of 

Sunitinib  and  Bortezomib  0.5nM,  1nM  and  2nM.  After  14  days  of  culture,  colonies 

were visualized by MTT. 



           

 
 

Determination of apoptosis. Apoptotic cells were  identified by nuclear  staining with 

bis‐benzimide fluorescent dye (Hoechst 33258) that was added to the culture medium 

at a final concentration of 5µg/mL. Apoptotic nuclei were counted using a fluorescence 

microscope. 

 

Western Blot analysis. Endometrial carcinoma cell  lines were washed twice with cold 

PBS  and  lysed  with  lysis  buffer  (2%  SDS,  125  mM  Tris–HCL  pH  6.8).  Protein 

concentrations were determined with the Protein Assay Kit (Bio‐Rad). Equal amounts 

of  proteins  were  subjected  to  SDS–PAGE  and  transferred  to  PVDF  membranes 

(Millipore, Bedford, MA). Non‐specific binding was blocked by  incubation with  TBST 

(20  mM  Tris–Hcl  pH7.4,  150  mM  NaCl,  0.1%  Tween‐20)  plus  5%  of  non‐fat  milk. 

Membranes were  incubated with the primary antibodies overnight at 4ºC. The signal 

was detected with ECL Advance (Amersham‐Pharmacia, Buckinghamshire,UK).  

 

Lentiviral production and infection. In order to downregulate the protein expression, 

we  infected  endometrial  carcinoma  cells  with  lentivirus  carrying  for  the  shRNA  of 

interest. Oligonucleotides  to produce plasmid‐based  shRNA were cloned  into de FSV 

vector  using  AgeI‐BamHI  restriction  sites.  shRNA  target  sequence  to  p65  was  5’‐

ACACTGCCGAGCTCAAGATCT‐3’.  To  produce  infective  lentiviral  particles,  293T  cells 

were  co‐transfected  by  PEI method with  the  virion  packaging  elements  (VSV‐G  and 

D8.9)  and  the  FSV  on  293T  human  embryonic  kidney.  Supernatants were  collected 

after 3 days, concentrated by centrifugation through a filter column of 100 KDa (VWR 

International LLC, West Chester, PE, USA) for 1 hour at 4000 rpm. Cells were incubated 

overnight  in the presence of medium containing  lentiviral particles. After this period, 

medium was replaced  for  fresh medium and cells were  incubated  for at  least 72h to 

allow endogenous protein knockdown. 

 

Detection  of  changes  in  cell  cycle  profiles.  Changes  in  cell  cycle  profile  after  drug 

treatments were  determined  by  propidium  iodide  (PI)  staining  and  flow  citometry. 

Following treatment, approximately 1∙106 cells were fixed  in 70% ethanol for at  least 

1h  on  ice.  The  cells were  then  resuspended  in  2mL  of  cell  cycle  buffer  (20µg∙mL‐1 

propidium iodide, in PBS containing 0,1% Triton X‐100 and 50µg∙mL‐1 Rnase A) for 1h at 

37°C. PI fluorescence emission was measured using a FACSCantoII (BD Biosciences, San 



 

 
 

Jose, CA, U.S.A),  and  cell  cycle distribution was  analyzed with WinMDI 2.9  software 

(The Sripps Research Institute, La Jolla, CA, U.S.A.). 

 

Luciferase assay. To determine changes in NFкB transcriptional activity after different 

stimuli we performed a luciferase report assay. Endometrial carcinoma cell lines were 

plated in M24 multiwell plates and transfected using Lipofectamine 2000 following the 

manufacturer’s  instructions, with  the  reporter  NFкB‐LUC  construct  together with  a 

plasmid encoding ‐galactosidase. After 16h, cells were  treated as  indicated  in each 
experiment,  lysed  with  60µL  of  lysis  buffer  (25  mmols/L  glycylglycine,  pH  7.8,  15 

mmols/L Mg2SO4,  1%  Triton  X‐100,  5 mmols/L  EGTA)  and  rocket  on  ice  for  15 min. 

25µL of lysates were transferred to M96 multiwell plates and 25µL of luciferase assay 

buffer was  added  to  a  final  concentration  of  (25 mmol/L  glycylglycine,  15 mmol/L 

KHPO4,  pH  7.8,  15 mmols/L Mg2SO4,  1%  Triton  X‐100,  5 mmols/L  EGTA,  1 mmol/L 

dithiothreitol  containing  2mmol/L  ATPm  100  mmol/L  acetyl‐coenzyme  A,  and  100 

mmols/L  luciferine).  Luciferase  was  measured  using  a  microplate  luminometer. 

Subsequently, 60 µL of 2x β‐galactosidase buffer (200 mmol/L NaPO4, 20 mmol/L KCl, 2 

mmol/L Mg2SO4,  4mg/mL  ο‐nitrophenyl  β‐D‐galactopyranoside) were  added  to  each 

well and β‐galactosidase activity was measured on a microplate reader at 415 nm. 

 

Analysis of combined drug effects. The combining effect of Sunitinib and Bortezomib 

was assessed by the median effect method proposed by Chou and Talalay30 using the 

Calcusyn software  (Biosoft, Oxford, United Kingdom). Sunitinib and Bortezomib were 

administered at  the  fixed  ratio of 1/1000. This method determines  the  combination 

index  (CI)  between  two  drugs.  CI  above  1  indicates  antagonism  and  CI  below  1 

indicates synergistic interaction between two drugs. 

 

 

 

 

 

 



           

 
 

RESULTS 

Sunitinib  decreases  the  in  vitro  growth  of  endometrial  carcinoma  cell  lines              

Antitumoral  effects  of  Sunitinib  in  endometrial  carcinoma  were  determined  by 

exposing the three endometrial carcinoma cell lines, Ishikawa (IK), RL‐95‐2 and Hec‐1A 

to different concentrations of Sunitinib (0‐40 µmol/L) for 24h, 48h and 72h. (figure 1a). 

The  three  endometrial  carcinoma  cells  lines  showed  to  be  sensitive  to  Sunitinib, 

displaying a post‐treatment viability of 39,8% (IK), 52,9% (RL‐95‐2) and 72.1% (Hec‐1A) 

with 5 µmol/L of Sunitinib at 72h.  IC50 of Sunitinib at 72h are 4,59 µM (IK), 7,07 µM 

(RL‐95‐2) and 6,63 µM (Hec‐1A). To assess changes in cell cycle profile after treatment, 

Sunitinib was administrated to  IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cells with a concentration of 5 

µmol/L for 72h. A decrease  in S phase and an  increase  in subG1 phase was observed 

for all the cell lines (Figure 1b). Moreover, apoptotic cell death was observed after 72h 

of Sunitinib treatment in IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cells. (figure 1c), demonstrated by the 

cleavage of the executioner caspase 3. Interestingly, very low Sunitinib doses induced a 

significant  reduction  in  the  number  of  colonies  in  the  IK,  RL‐95‐2  and Hec‐1A  cells, 

supporting  the  cytotoxic  effect  of  Sunitinib  at  more  physiological  concentrations 

(figure 1d). 

 

Sunitinib does not act through the most known targets in endometrial carcinoma cell 

lines 

To determine the existence of a possible target of Sunitinib in endometrial carcinoma, 

the expression of various known tyrosine kinase receptors, targets of Sunitinib, were 

analysed  by Western  Blot.  As  shown  in  figure  2a,  the  expression  of  c‐kit,  PDGFRα, 

PDGFRβ, VEGFR2 and EGFR was measured  for  IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cells. c‐kit was 

found to be expressed only in IK cells and EGFR in all three endometrial carcinoma cell 

lines. In contrast, PDGFRα, PDGFRβ or VEGFR2 could not be detected in any of the cell 

lines. As  the only shared RTK among all cell  lines was EGFR and  they were shown  to 

display a similar sensitivity to Sunitinib, we next analysed the tyrosine phosphorylation 

of EGFR in IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cell lines after Sunitinib treatment. Stimulation with 

EGF  induced  a phosphorylation of  EGFR.  Interestingly,  this phosphorylation was not 

abolished  when  Sunitinib  (at  1  and  10µmol/L)  was  added  for  1  hour  before  EGF 

stimulation. Moreover,  treatment with AG1478, a selective  inhibitor of EGFR did not 

have any effect in cell viability (figure supplementary figure 1). With these results, we 



 

 
 

conclude that the antitumoral effect of Sunitinib is not by inhibition of any of tyrosine 

kinase receptors. 

Sunitinib blocks both basal and induced NFкB pathway  

Sunitinib has a pleiotropic mechanism of action. Here, we observe  that Sunitinib has 

no effect neither in MAPK nor in Akt pathway in Ishikawa cells. As shown in figure 3a, 

Sunitinib at 1µM or 10µM is not able to reduce neither the phosphorylation of ERK nor 

the phosphorylation of Akt  in  the  residues needed  for  its  fully activation  (serine 473 

and  threonine  308).  In  a  parallel  experiment,  we  wanted  to  check  the  effects  of 

Sunitinib  on NFкB  pathway.  The  ability  of  Sunitinib  to modify  the  activation  of  the 

NFкB  pathway  was  assessed  by  luciferase  reporter  assays  and  by  Western  Blot. 

Sunitinib alone, at 1µmol/L or 10µmol/L, reduced basal NFкB transcriptional activity by 

48%  and  78%  respectively  (Figure  3b  and  3c).  Sunitinib  also  decreased  the  basal 

phosphorylation  of  four  components  of  the  canonical/alternative  NFкB  pathway, 

namely  IKKα and  IKKβ, p65 and  IкBα.  (Figure 3d).  In a  further experiment,  cell  lines 

were  treated  with  different  putative  NFкB  activators  such  as  EGF  and  TNF  in  the 

presence or absence of Sunitinib at 1µmol/L. As shown in figure 3b, EGF and TNF were 

potent  inductors  of  NFкB  pathway.  Interestingly,  Sunitinib  treatment  resulted  in  a 

reduced  induction  of  the  NFкB  pathway  activity,  regardless  of  the  used  ligand. 

Furthermore, as described  in a previous report, Bortezomib  induces a clear activation 

of the NFкB pathway  in endometrial carcinoma14,  , which could be prevented by the 

joined  treatment with Sunitinib  (Figure 3c). Concordant  results were observed when 

testing  the  phosphorylation  status  of  NFкB  proteins.  (figure  3d).  A  loss  of 

phosphorylation of  IKKα and β, p65 and  IкBα was observed  in  IK cells when Sunitinib 

was combined with Bortezomib at all examined timepoints, demonstrating the ability 

of Sunitinib to block Bortezomib‐induced NFкB pathway. 

 

The  combined  treatment  with  Sunitinib  and  Bortezomib  results  in  a  synergistic 

increase of cell death 

Motivated by  the  results described above, we  investigated  if Sunitinib enhances  the 

growth inhibitory effects of Bortezomib. To address this point, we carried out a median 

dose effect analysis, which was determined using the MTT assay. The concentrations 

used for Bortezomib and Sunitinib were 5‐20 nmol/L and 5‐20 µmol/L respectively in IK 

and RL‐95‐2  cells and 5‐40 nmol/L and 5‐40 µmol/L  in Hec‐1A  cells. The drugs were 



           

 
 

used  alone  or  in  combination with  a  fixed  ratio  of  1/1000. A  clear  decrease  in  cell 

viablity was observed when both drugs were combined (Figure 4a), which  indicates a 

relevant  interaction.  CI  values  in  respect  to  the  fraction  of  cells  affected  by 

Sunitinib+Bortezomib are plotted in figure 4b. In all three cell lines anaylsed, CI values 

are generally  significantly below one,  indicating a  synergistic  interaction of  Sunitinib 

and  Bortezomib  of  inducing  cell  death.  In  a  similar  experiment,  using  clonogenic 

assays, we observed a synergistic effect between both drugs administered at very low 

concentrations (Figure 4c). 

 

The blockade of the canonical NFкB pathway by p65 shRNA potentiates the cytotoxic 

effects of Bortezomib, mimicking the effects of Sunitinib in NFкB pathway. 

Afterwards, we decided to check if the synergism between Sunitinib and Bortezomib in 

endometrial  carcinoma  could  be  related  to  the  inhibition  of  NFкB  pathway  by 

Sunitinib.  To  confirm  such  hypothesis, we  blocked NFкB  pathway  by  shRNA  against 

p65, as simulating the effects of Sunitinib on NFкB pathway. Then, cells subjected to 

p65 knockdown were exposed to Bortezomib. Lentiviral delivery of shRNA against p65 

selectively blocked the expression of the p65 gene product, its phosphorylation (figure 

5b) and  inhibited NFкB transcriptional activity (figure 5a). Cells with shRNA mediated 

downregulation  of  p65  displayed  an  increase  of  apoptosis  when  treated  with 

Bortezomib at 10nmol/L and 25nmol/L as shown by caspase‐3 processing (figure 5b). 

Similar results were obtained quantitatively by flow citometry analysis (figure 5c) and 

Hoechst  staining  (figure  5d).  After  treatment  with  10  nmols/L  Bortezomib,  we 

observed a considerable increase of the sub‐G1 fraction, hallmark of cell death, in cells 

where p65 was downregulated when  compared  to  the  other  conditions. Also when 

analysed with Hoechst  staining, p65 downregulated  cells displayed a net  increase  in 

apoptotic cell death compared  to  the  remaining conditions. Moreover,  the ability  to 

form  colonies was  considerably  diminished  in  the  p65  downregulated  cells  after  2 

nmol/L of Bortezomib treatment. Altogether, these results indicate, that the inhibition 

of  NFкB  pathway  by  Sunitinib  could  mediate  the  synergy  between  Sunitinib  and 

Bortezomib in endometrial carcinoma. 

 

 

 



 

 
 

DISCUSSION 

Herein,  we  first  demonstrate  the  ability  of  Sunitinib  to  reduce  cell  viability,  cell 

proliferation and apoptosis in endometrial carcinoma. This is in agreement with earlier 

reports that described similar cytotoxic effects of Sunitinib in other cancer types29, 31‐33. 

Moreover, we show that Sunitinib has an antitumor effect at closer concentrations to 

those existing  in human plasma, ranging from 0.1µM to 1µM  in the clonogenic assay, 

demonstrating  the  antiproliferative  ability  of  the  drug  at  more  physiological 

conditions. We further tested the expression of multiple Sunitinib targets receptors in 

endometrial carcinoma cell  lines. The examined receptors were c‐kit, VEGFR2, PDGFR 

and  EGFR,  which  have  been  previously  found  to  be  expressed  in  endometrial 

carcinoma  and which  are  inhibited  by  Sunitinib with  high  efficacy, with  the  lowest 

IC50
20. All three endometrial carcinoma cell  lines were sensitive to Sunitinib and EGFR 

was  the  only  tested  target  receptor  expressed  in  all  three  cell  lines. We  therefore 

investigated  the  phosphorylated  status  of  the  EGF  receptor.  Interestingly,  Sunitinib 

was  not  able  to  inhibit  the  EGF‐induced  phosphorylation.  Moreover,  selective 

inhibition of EGFR by AG1478 did not reduce the viability of the endometrial carcinoma 

cells.  These  results  suggest  that  Sunitinib  acts  inhibiting  tumor  cell  growth 

independently  of  EGFR  and  therefore,  independently  of  the most  known  targets  of 

Sunitinib. Little  is known about the survival signaling pathways  inhibited by Sunitinib. 

Some  authors  point  out  that  the  mechanism  of  action  of  Sunitinib  goes  through 

inhibition of the Akt/mTOR29, 31, 32. Our study demonstrates that Sunitinib has no effect 

in MAPK nor in Akt pathways but in NFкB pathway in endometrial carcinoma cells. Of 

note,  this  is  the  first  study  indicating  that  the  NFкB  pathway  is  a  direct  target  of 

Sunitinib  in an  in vitro  cancer model. Our  results are  in accordance with one  report 

stating that Sunitinib, as well as two further tyrosine kinase  inhibitors, could have an 

inhibitory effect on NFкB signaling18.  It  is known that NFкB pathway can be activated 

by  numerous  stimuli,  such  as  growth  factors34,  ionizing  radiation34,  35  and  even  by 

chemotherapeutic drugs34. Examples of chemotherapeutic drugs are Temozolomide36, 

Etoposide37, Vorinostat38 or proteasome inhibitors14‐16. In this line, numerous attempts 

have  been  done  in  order  to  reduce  this  induced  NFкB  hyper‐activation,  finally 

conducting to a chemosensitization36 or radiosensitization effect38, 39. We demonstrate 

that Sunitinib  inhibits both basal and  induced NFкB  transcriptional activity by known 

molecules such as EGF, TNF and Bortezomib. Although Sunitinib does not directly act 

trough EGFR,  it could be that  it modifies some proteins associated with this receptor. 

This may  explain  the  observation  that  Sunitinib  can  reduce  the  EGF‐induced  NFкB 

activity.  We  further  observed  that  Sunitinib  attenuated  Bortezomib‐induced 



           

 
 

phosphorylation of IKKα and β, p65 and IкBα. In addition, we found a synergistic effect 

when combining Sunitinib, our proposed inhibitor of NFкB signaling, with Bortezomib, 

a potent  inductor of the NFкB pathway  in endometrial carcinoma cells. This  is  in  line 

with reports of our group29 and others, which previously described a synergistic effect 

of Bortezomib and other first‐generation tyrosine kinase receptors  inhibitors, such as 

Sorafenib40 or  Imatinib mesylate41.  In order  to confer  to NFкB  inhibition by Sunitinib 

the  enhancement  of  cell  death  obtained  in  Bortezomib‐treated  cells,  we 

downregulated  p65  by  shRNA, mimicking  Sunitinib  treatment.  As  expected,  shRNA‐

mediated  downregulation  of  p65  also  reduced  NFкB  transcriptional  activity  and 

induces apoptotic cell death in Ishikawa cells. In accordance with Sunitinib treatment, 

also p65 downregulated cells have a considerably increase of apoptotic cell death and 

a disminution in the clonogenic ability when treated with Bortezomib. Similarly, it has 

been  described  that  the  pharmacologic  inhibition  of  Ikkβ  significantly  enhanced 

Bortezomib‐induced  cell  death  due  to  the  inability  of  Bortezomib  of  blocking 

constitutive  NFкB  pathway15.  Altogether  these  results  suggest  that  the  potential 

mechanism  responsible  for  the  synergy observed between Sunitinib and Bortezomib 

goes  through  the NFкB  pathway.  It  is well  known  that NFкB  is  a  survival  pathway. 

Although Bortezomib  induces  cell death  in endometrial  carcinoma,  it  is not done by 

reducing NFкB activity. Alternative mechanisms have been proposed  for Bortezomib‐

induced cell killing like the up‐regulation of BH3 only proteins such as Noxa43, Puma44 

or the  induction of endoplasmtic reticulum stress45.  In contrast, Bortezomib activates 

NFкB  activity  and  therefore  could  induce  cell  survival  even  though  the  net  balance 

conducts to cell death. By the addition of Sunitinib, the possible NFкB‐induced survival 

effects are prevented resulting in an enhancement of cell toxicity. 

In  conclusion,  the  current  study  shows  that  Sunitinib  can  reduce  cell  growth 

independently of the most known targets of Sunitinib. Moreover, Sunitinib inhibits the 

basal  activity  of  the  NFкB  pathway,  which  is  induced  by  several  known  stimuli, 

including  Bortezomib.  Interestingly,  Sunitinib  mediated  downregulation  of  p65 

sensitizes endometrial carcinoma cells to the cytotoxic effects of Bortezomib. There is 

no  optimal  treatment  for  endometrial  carcinoma  patients  with  metastasis  and 

recurrence after  radiation,  since  current  chemotherapeutic  strategies  are  associated 

with  low  frequencies  of  complete  response.  Based  in  our  results  we  suggest  the 

combination  of  Sunitinib  and  Bortezomib  in  advanced  stage  endometrial  carcinoma 

patients. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Sunitinib decreases the in vitro growth of endometrial carcinoma cell lines. 

(a) Three endometrial carcinoma cell lines (IK, RL‐95‐2 and Hec‐1‐A) were treated with 

Sunitinib  (0‐1‐5‐10‐20‐30‐40 µmol/L)  for  24,  48  and  72  hours,  and  cell  viability was 

assessed by MTT assay.  (b) The  three endometrial carcinoma cell  lines were  treated 

with 5 µmol/L of Sunitinib for 72 hours or left untreated, after which propidium iodide 

staining was done in order to check the DNA content. (c) Endometrial carcinoma cells 

were treated with Sunitinib at 5µmol/L for 24, 48 and 72 hours. Then, cell lysates were 

subjected to Western Blot so as to determine caspase‐3 processing. Tubulin was used 

as a  loading control. (d)  IK, RL‐95‐2 and Hec‐1‐A cells were cultured for 14 days, with 

0.1, 0.2, 0.5 and 1µmol/L of Sunitinib or without treatment. Sunitinib was added to the 

media  every  two  days.  After  14  days,  colonies  were  stained  with MTT,  fixed  and 

counted. 

 

Figure  2.  Sunitinib  does  not  act  through  the most  known  targets  in  endometrial 

carcinoma  cell  lines.  (a) Whole  cell  lysates  of  the  three  endometrial  carcinoma  cell 

lines (IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A) and the corresponding positive controls were analyzed 

by Western Blot for c‐Kit, PDGFRα, PDGFRβ, VEGFR2 and EGFR expression. The positive 

control for c‐Kit, PDGFRα and PDGFRβ consisted of M16 cell  lysates, for VEGFR2 M28 

cell lysates and for EGFR HeLa cell lysates, as previously described346. Tubulin was used 

as a loading control. (b) IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cell lines were incubated with 1 and 10 

µmol/L of Sunitinib  for 1 hour with or without  the presence of 50 ng/mL EGF  for 15 

minutes.  Subsequently,  tyrosine  receptor  phosphorylation  was  assessed  using  a 

phospho‐EGFR antibody. 

 

Figure 3. Sunitinib blocks both basal and induced NFκB pathway by several stimulus. 

(a) IK cells were treated 1h with Sunitinib at 1µM and 10µM and additionally with EGF 

at 50ng/mL for 15 minutes. This was used as a positive control. After the treatments, 

cell  lysates were obtained and  subjected  to Western Blot  for  the detection of P‐ERK 

p42/44,  P‐Akt  serine  473  and  P‐Akt  threonine  308.  Tubulin was  used  as  a  loading 

control.  (b)  IK  cells were  transfected with  plasmids  encoding  for  NFκB‐LUC  and  β‐

galactosidase  constructs,  using  Lipofectamine.  24  hours  postransfection,  cells were 

treated  with  5  ng/mL  of  EGF  and  50ng/mL  of  TNF  alone  or  in  combination  with 



 

 
 

1µmol/L of  Sunitinib or  left untreated  for 16h. After  treatments,  luciferase  reporter 

assay was  performed.  The  graphic  shows NFκB  transcriptional  activity  expressed  in 

relative  luciferase  units,  normalized  with  β‐galactosidase  activity.  (c)  NFκB 

transcriptional activity  in  IK  cells after being  treated  for 16 hours with 10 nmol/L of 

Bortezomib, 50 ng/mL of TNF, 10 µmol/L of Sunitinib and the combination treatment 

of Sunitinib and Bortezomib. (d) IK cell line was treated with 10 µmol/L of Sunitinib, 10 

nmol/L of Bortezomib and with  the  combined  treatment. Then,  total protein  lysates 

were extracted at 0, 12, 24 and 48 hours after the treatments and were subjected to 

Western  Blot  for  the  expression  of  phospho‐IKKα  and  IKKβ,  phospho‐p65  and 

phospho‐IκBα. Tubulin was used as a loading control. 

 

Figure  4.  The  combined  treatment  with  Sunitinib  and  Bortezomib  results  in  a 

synergistic  increase of cell death. (a) Cell viability (%) of  IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cells 

treated with Sunitinib, Bortezomib or both was examined using the MTT assay at 24h 

post‐treatment.  Each  point  represents  the  mean  of  the  three  independent 

experiments  (n=3),  performed  in  triplicate.  Both  drug  doses  are  indicated.  (b) 

Combination index obtained for different fractions affected. Dotted lines indicate CI ± 

standard desviation, which are computed using Monte Carlo simulation. (c) Clonogenic 

assays of  IK and Hec‐1A cell  lines after the treatments of Sunitinib, Bortezomib alone 

or combined. 

 

Figure  5.  The  blockade  of  the  canonical  NFκB  pathway  potentiates  the  cytotoxic 

effects  of  Bortezomib.  (a)  IK  cells were  infected with  the  lentiviral  vector  carrying 

shRNA  for  p65.  At  Seventy‐two  hours  postinfection,  cell  lysates  were  analyzed  by 

luciferase reporter assay. (b) After the infection, IK cells were treated for 24 hours with 

10  and  25  nmol/L  of  Bortezomib  or mantained  untreated.  Then,  cell  lysates were 

subjected to Western Blot analysis for the detection of p65, phospho‐p65 and caspase‐

3 processing. Tubulin was used as a  loading control. (c) IK cell  line was treated for 24 

hours with Bortezomib 10 nmol/L at 72 hours postinfection. Then, cell cycle profile was 

determined  by  flow  citometry  using  propidium  iodide  staining.  (d)  72  hours 

postinfection and after 24 hours of treatment with Bortezomib 10 nmol/L, cells were 

stained with Hoechst. The graph on the right shows the percentage of cells displaying 

apoptotic nuclei  in each  condition.  (e)  IK  cells were  infected with  lentivirus  carrying 

shRNA against p65 and treated with Bortezomib 2nM for 14 days. After that, colonies 



           

 
 

were stained, fixed and counted. The graph on the right shows the number of colonies 

observed in all the conditions. 

 

Supplementary figure 1. Selective inhibition of EGFR does not reduce cell viability in 

endometrial carcinoma cell  lines.  (a)  IK, RL‐95‐2 and Hec‐1A cells  lines were  treated 

with  10  µmol/L  of  AG1478  for  48  hours  and  a MTT was  performed.  (b)  Cells were 

pretreated with AG1478 at 10 µmol/L for 1h and then treated with or without EGF at 

50ng/mL  for  15 minutes. After  that,  cell  lysates were  analysed  for  the  detection  of 

phospho‐EGFR, EGFR and phospho‐ERK 1/2. Tubulin was used as a loading control. 
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La discussió està dividida en 4 apartats, corresponent a cada article de la tesi. 

 

1. Les  línies  cel∙lulars de melanoma expressen varis  receptors de  la 

somatostatina  i  són  moderadament  sensibles  als  anàlegs  de  la 

somatostatina. 

   

L’ús dels anàlegs de  la somatostatina com a agents antitumorals s’ha estudiat 

en  nombrosos  càncers,  partint  de  la  hipòtesi  de  que  podia  frenar  el  creixement 

tumoral. La somatostatina, apart d’inhibir la secreció de la hormona del creixement, és 

una substància amb efectes exocrins, endocrins, paracrins i autocrins molt variats, que 

inclouen  la  inhibició de  la proliferació  cel∙lular. Es va  començar a utilitzar en aquells 

càncers  amb  un  important  component  neuroendocrí  com  el  carcinoma  pancreàtic. 

Com  era  de  suposar,  aquest  càncer  presenta  expressió  del  receptor  2  de  la 

somatostatina (SSTR2). El   nostre estudi demostra que el SSTR2 és el receptor que es 

troba més  expressat,  en  nivells  i  en  freqüència,  en  les  nostres  línies  de melanoma. 

Aquest fet està d’acord amb altres estudis que indiquen que SSTR2 és el receptor més 

abundant  en  la majoria  dels  tumors167. A  part,  de  forma  interessant,  altres  treballs 

demostren  l’expressió  d’aquest  receptor  en  el melanoma  cutani  i  en  el melanoma 

uveal104, 105, 107, 108. Aquest fet no és d’estranyar, ja que s’ha vist expressió de receptors 

de  la  somatostatina en aquells  teixits que deriven del neuroectoderm. El melanoma 

cutani també deriva del neuroectoderm. Els queratinòcits no, però els melanòcits, tant 

els uveals com els epidèrmics, migren durant el desenvolupament embrionari des de la 

cresta neural fins a la epidermis. Respecte al paper dels receptors, s’ha vist que SSTR2, 

juntament amb SSTR3 poden induir apoptosi en nombrosos teixits151, 154, 155, suggerint 

un possible paper antitumoral dels anàlegs de la somatostatina.  

 

L’expressió de receptors de la somatostatina en el melanoma s’havia examinat 

en els altres estudis mencionats per tècniques diferents com el Western blot, la RT‐PCR 

(reverse  transcriptase‐polymerase  chain  reaction)  i  la  immunohistoquímica,  tant  en 

línies  cel∙lulars  com  en  teixits,  en  general  en  sèries  curtes.  Això  podria  explicar  la 

variabilitat  vista  en  els  diferents  estudis.  El  nostre  estudi  és  el  primer  que  examina 

l’expressió de SSTRs  (SSTR1, SSTR2, SSTR3  i SSTR5) per PCR en  temps  real o RT‐PCR 

quantitativa  i en un nombre tan gran de  línies cel∙lulars de melanoma. Està fet en un 

total de 18 línies cel∙lulars de melanoma cutani. No vam analitzar l’expressió de SSTR4, 

perquè  no  és  diana  de  cap  dels  anàlegs  de  la  somatostatina  utilitzats  en  el  nostre 

estudi. 
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La poca estabilitat en plasma  i especificitat de  la somatostatina, va portar als 

laboratoris  farmacèutics  a  començar  a  sintetitzar  anàlegs  de  la  somatostatina,  com 

Octreotide i SOM230. Octreotide i SOM230 van demostrar el seu poder antitumoral en 

models  in  vivo  de  carcinoma  pancreàtic  i  el  poder  antimetastàtic  en  un  model 

experimental de metàstasi en el fetge69, 163‐165.  

 

En el nostre treball, administrem SOM230 i Octreotide a les línies de melanoma 

durant 6 dies. Amb  aquest  tractament, hem observat que  la màxima  inhibició en  la 

proliferació ocorre en el tercer dia. Els punts temporals estudiats són 1, 3 i 6 dies. Més 

enllà  de  3  dies,  en  el  sisè  dia,  la  inhibició  en  la  proliferació  disminueix  en  tots  dos 

tractaments. Per tant, sembla ser que l’efecte sobre la inhibició arriba al seu pic màxim 

entre el primer i el tercer dia. Aquest fet, ja ha estat descrit per Octreotide en cèl∙lules 

de carcinoma de colon, en la línia cel∙lular SW 620347. 

 

L’ús del SOM230 en el melanoma no ha estat mai reportat en la bibliografia. No 

obstant, sí que s’ha  fet un estudi utilitzant Octreotide en el melanoma169. En aquest 

estudi s’examinà la sensibilitat de sis línies cel∙lulars a Octreotide i es veié que tres de 

les sis línies eren medianament sensibles, presentant una inhibició del 36% ± 6% en la 

viabilitat  cel∙lular. Aquest  treball  va  en  consonància  amb  al nostre,  ja que nosaltres 

observem que en cap línia cel∙lular la davallada en la viabilitat induïda per Octreotide, 

és  superior  al  40%  (inhibició mitjana  21,54%,  inhibició màxima  39,2%).  Pel  que  fa 

referència a la utilització de SOM230 tampoc hi ha cap línia cel∙lular que respongui més 

enllà  del  50%  (inhibició mitjana  26,92%,  inhibició màxima  49,2%).  En  el  nostre  cas 

SOM230 sembla  inhibir  la proliferació més accentuadament que Octreotide, tot  i que 

no  hem  trobat  diferències  significatives  en  la  resposta  entre  els  dos  anàlegs.  Això 

podria ser explicat per  la presència de SSTR1  i SSTR3 en  les  línies cel∙lulars, receptors 

diana  de  SOM230  però  no  d’Octreotide158,  348.  En  referència  a  la  utilització  d’altres 

anàlegs  de  la  somatostatina  en  el  melanoma,  sí  que  s’han  utilitzat  Vaopretide, 

Lanreotide,  TT232  i  RC‐121.  Els  efectes  sobre  la  proliferació  cel∙lular  induïts  per 

Vaopretide  o  per  Lanreotide  en  el melanoma  uvel  o  cutani  varen  ser  també molt 

discrets169,  166,  aquest  últim  sense  demostrar  un  efecte  citotòxic.  TT232  s’ha 

administrat en diferents models in vivo de melanoma d’origen humà o murí en ratolins 

immunodeprimits (model de xenograft), demostrant resultats esperançadors171‐176. Per 

últim, en un model de xenograft de melanoma d’origen humà en el que es va utilitzar 

RC‐121 unit a 2‐pirrolinodoxorubicina (AN‐238), en els ratolins que sols rebien RC‐121 

no es varen observar canvis significatius en el creixement tumoral349. 
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En el nostre estudi, vam intentar correlacionar els nivells d’expressió positiva de 

SSTRs  i  la sensibilitat de  les diferents  línies cel∙lulars a Octreotide  i SOM230, però no 

vam trobar cap relació estadísticament significativa. Aquest fet, pot ser degut a que la 

senyalització a  través de  tots quatre SSTRs estudiats dóna  lloc a diferents processos 

fisiològics. A més d’estar  involucrats  tots quatre  receptors en  la proliferació, SSTR2  i 

SSTR3  poden  induir  apoptosi,  SSTR1  està  associat  amb  l’angiogènesi,  SSTR2  i  SSTR5 

estan  involucrats en  l’alliberament de  l’hormona del creixement  i SSTR5 controla els 

nivells  d’insulina  i  glucagó.  És  a  dir,  tots  els  SSTRs  estan  involucrats  en  diferents 

processos cel∙lulars, a més de tenir efectes diferencials en la proliferació. Per altra part,  

Octreotide  i  SOM230  no  comparteixen  les  mateixes  dianes  ni  la  afinitat  en  que 

s’uneixen  a  les mateixes.  Octreotide  s’uneix  amb  una  alta  afinitat  a  SSTR2  (IC50  = 

0,6nM) i SSTR5 (IC50 = 7nM), amb una afinitat moderada per SSTR3 (IC50 = 34,5nM) i 

amb una molt baixa afinitat per SSTR1 (IC50 < 1000nM). SOM230 té una afinitat similar 

per SSTR2 (IC50 = 1nM), però més afinitat per SSTR3 (IC50 = 1,5nM) i SSTR5 (IC50 = 0,2 

nM) i molta més afinitat per SSTR1 (IC50 = 9nM)154, 156, 158, 167, 348, 350. Tenint en compte 

tota  aquesta  variabilitat,  sembla  raonable  el  fet  de  no  haver  trobat  cap  relació 

estadísticament  significativa  entre  els  nivells  d’expressió  dels  SSTRs  estudiats  i  la 

sensibilitat a Octreotide i SOM230.  

 

Encara que al nostre treball cap  línia cel∙lular respon  inhibint més d’un 50%  la 

seva proliferació davant  la presència de Octreotide o de  SOM230,  creant un model 

estadístic d’inhibició per concentració, temps  i expressió de SSTRs, podem veure que 

gairebé  tots  els  comportaments  de  les  línies  cel∙lulars  s’adeqüen  a  aquest  model 

matemàtic. En conseqüència, podem afirmar que la resposta observada en les nostres 

línies cel∙lulars és poc marcada però coherent. Les úniques excepcions són la línia M16 

per  Octreotide  i  la  línia M48  per  SOM230.  Podrien  haver múltiples  explicacions  a 

aquest fet, que poden anar des d’una sota regulació en aquestes línies de l’afinitat pels 

SSTRs fins a l’existència mutacions en els gens de SSTRs156, cosa que encara no ha estat 

estudiada en el melanoma. 

 

Com a conclusió d’aquest apartat de  la discussió, podem dir que Octreotide  i 

SOM230 no semblen fàrmacs antineoplàstics adients per al tractament del melanoma 

metastàtic, al menys, utilitzats en monoteràpia. No obstant, donat que  l’expressió de 

SSTRs ha estat clarament demostrada en el melanoma per diverses fonts i que SSTR2 i 

SSTR3  poden  induir  apoptosi,  sí  que  es  podria  continuar  investigant  sobre  l’ús 

d’aquests  anàlegs  de  la  somatostatina  o  d’altres  més  eficients  a  l’hora  d’induir 
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apoptosi, com TT‐232173,  175, en combinació amb quimioteràpia,  radioteràpia o altres 

agents citotòxics, com  ja s’ha  fet amb  la Dacarbazina175, amb   el TNFα161  i amb  l’AN‐

238349. A més a més, els anàlegs de  la somatostatina han demostrat  tenir propietats 

antiangiogèniques166,  351,  352,  cosa  que  els  faria  atractius  en  combinació  amb  altres 

teràpies. 
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2. Els  inhibidors  del  proteasoma  indueixen  una  reducció  en  la 

proliferació  i una  inducció de mort cel∙lular,  tant dependent com 

independent de caspases, en línies cel∙lulars de melanoma. 

 

  Els  principals  mecanismes  d’acció  dels  inhibidors  del  proteasoma  sobre  les 

cèl∙lules tumorals són la parada en el cicle cel∙lular i la inducció de l’apoptosi177. Per a 

la progressió del cicle cel∙lular és essencial la degradació via proteasoma de nombroses 

molècules  participants  en  el  cicle  com  les  ciclines  i  les  CDKs.  D’entre  les  CDKs 

degradades via proteasoma cal destacar p27  i 21. p27 o KIP  regula  la  transició de  la 

fase G1 a S i p21 regula la transició de la fase G2 a M. A més, el proteasoma controla la 

degradació de p53. p53 és una proteïna supressora tumoral que pot induir apoptosi o 

bé senescència quan transloca al nucli, baix un estímul d’estrès cel∙lular, dany al DNA, 

activació oncogènica i hipòxia. En una situació normal, p53 està unida a MDM2, la qual 

la  dirigeix  cap  a  la  seva  degradació  via  proteasoma.  En un  situació d’estrès, MDM2 

queda  inhibida,  deixant  lliure  p53,  la  qual  durà  a  terme  la  seva  funció  supressora 

tumoral.  Sumat  a  l’apoptosi,  s’ha  observat  que  el  proteasoma  decanta  el  balanç 

d’interacció de proteïnes de la família de Bcl‐2 cap a la senyalització proapoptòtica. A 

part,  el  proteasoma  regula  la  via  de  supervivència NFκB,  ja  que  l’inhibidor  IκBα  és 

degradat  via  proteasoma182.  Quan  és  degradat,  el  dímers  NFκB,  poden  translocar 

lliurement a nucli per activar la via, mitjançant l’activació de la transcripció de diversos 

gens  diana.  Per  tant,  una  inhibició  del  proteasoma  indueix  una  parada  en  el  cicle 

cel∙lular en  les  fases G1‐S  i G2‐M  i  indueix apoptosi via p53, via  família de proteïnes 

Bcl‐2, via NFκB o totes en un conjunt.  

 

  A més,  lligant  amb  l’apoptosi,  s’ha descrit que els  inhibidors del proteasoma 

sensibilitzen les cèl∙lules tumorals a estímuls propapoptòtics com TRAIL353, 354. 

 

  A més, la utilització d’inhibidors del proteasoma és interessant perquè s’ha vist 

que les cèl∙lules tumorals, les quals proliferen més ràpidament, són més sensibles que 

les mateixes cèl∙lules normals en nombrosos tipus cel∙lulars, com limfòcits, cèl∙lules de 

l’epiteli, fibroblasts, etc. Per exemple, les cèl∙lules de melanoma són més sensibles a la 

inhibició proteasòmica que els melanòcits189. 

 

  El  nostre  treball  examina  els  efectes  que  tenen  quatre  inhibidors  del 

proteasoma, estructuralment diferents, sobre cèl∙lules de melanoma en cultiu. Similar 

al  nostre  estudi,  s’han  realitzat  altres  estudis  preclínics  on  es  demostra  l’activitat 
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antitumoral del  inhibidors del proteasoma en tumors hematològics  i en tumors sòlids 

com carcinoma d’ovari, de pròstata, de pulmó, de colon, de pàncrees  i de cap  i coll5, 

177. 

 

  Bortezomib  és  l’únic  inhibidor  del  proteasoma  que  s’està  utilitzant  en  la 

pràctica  clínica, per  al  tractament del mieloma múltiple  i  el  limfoma no Hodgkin209. 

També,  Bortezomib  s’ha  utilitzat  en  un  estudi  clínic  amb  pacients  amb melanoma 

disseminat, però no va donar resultats prometedors238. Malgrat els resultats negatius 

que  ha  presentat  aquest  únic  estudi  en melanoma,  els  inhibidors  del  proteasoma 

s’estan  contínuament  combinant  amb  altres  teràpies,  les  quals  sí  que  han  donat 

resultats esperançadors en aquest tipus de càncer, a nivell experimental. Exemples de 

combinacions d’inhibidors del proteasoma  amb quimioterapèutics  i  citotòxics  són  la 

combinació  de  Bortezomib  amb  Temozolomida239,  segon  fàrmac  utilitzat  per  al 

tractament del melanoma metastàtic. També Bortezomib amb inhibidors de calpaina i 

cisplatí240,  Camptothesina241,  inhibidors  de  desacetilases  d’histones355,  PPAR‐γ  i 

proteïna  inactivadora del ribosoma356. A  la vegada,  també s’ha atribuït a Bortezomib 

un paper sensibilitzador a la radioteràpia245. Pel que fa referència a la immunoteràpia, 

s’ha  observat  que  Bortezomib  pot  tenir  un  efecte  immunosensibilitzador357  i 

sensibilitzador a  l’interferó  α243,  244. També, han  sortit al mercats nous  inhibidors de 

proteasoma,  com  els  anomenats  de  segona  generació203,  227  com  per  exemple NPI‐

005167, 358 o com nous pèptids aldehids359 que presenten menys toxicitat que MG132, a 

la vegada que també nous compostos amb propietats semblants que els inhibidors del 

proteasoma com Nelfinavir360. Aquest últim ha demostrat tenir un poder antitumoral 

en cèl∙lules de melanoma en cultiu. 

 

  L’objectiu principal del nostre treball és investigar els mecanismes moleculars a 

partir dels quals, els inhibidors del proteasoma indueixen el seu efecte antitumoral en 

les  línies de melanoma. Això, ajudaria a entendre millor els seus mecanismes  i poder, 

en un futur, millorar  l’eficàcia dels tractaments futurs per al melanoma que com s’ha 

vist podrien anar encaminats a la teràpia combinada. 

 

  En  el  nostre  treball  demostrem  que  quatre  inhibidors  del  proteasoma 

estructuralment  diferents:  Bortezomib,  MG‐132,  ALLN  i  Epoxomicina  són  capaços 

d’induir  una  reducció  de  la  viabilitat,  fins  i  tot,  en  aquelles  línies  cel∙lulars  que 

proliferen lentament, mitjançant el perllongament de l’inhibidor en el medi de cultiu i 

la seva renovació cada dos dies, per aquells  inhibidors reversibles  (Bortezomib  i MG‐

132). Aquest resultat està d’acord amb aquells treballs que mostren el  lligam directe 
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existent entre la parada en el cicle cel∙lular i l’apoptosi. En el nostre treball, ha quedat 

palesa  l’evidència de que aquelles cèl∙lules amb un  índex proliferatiu més alt són  les 

més  susceptibles  a  l’apoptosi.  En  aquest,  sentit  s’ha  descrit  que  l’expressió  de 

l’oncogen c‐myc pot iniciar la proliferació i simultàniament incrementar la sensibilitat a 

l’apoptosi361 

 

  En  les nostres  línies  cel∙lulars, els  inhibidors del proteasoma duen a  terme  la 

seva acció antitumoral mitjançant  la parada en el cicle cel∙lular en G2‐M  i  la  inducció 

de  l’apoptosi,  testimoniada  pel  tall  en  les  caspases  2,  8,  9  i  3  i  l’alliberament  de 

citocrom  c  en  el  citosol. Aquest  resultat  va  en  la  línia  d’altres  treballs  realitzats  en 

melanoma189. No obstant, el nostre és el primer que demostra el tall de caspasa‐2 per 

part dels  inhibidors en el melanoma. Aquest  fet és especialment  interessant,  ja que 

s’ha vist que  la caspasa‐2 regula  l’alliberament de citocrom c  i  la externalització de  la 

fosfatidilserina,  tal  i  com  s’ha descrit  en  cèl∙lules humanes de  carcinoma pancreàtic 

tractades amb Bortezomib216.  

 

  En  pretractar  la  línia  cel∙lular  JG  amb  BAF,  un  inhibidor  de  caspases  d’ampli 

espectre,  conjuntament  amb  Bortezomib,  observem  que  la mort  cel∙lular  només  es 

reverteix  en  part,  suggerint  que  Bortezomib  podia  induir  una  mort  cel∙lular 

independent  de  caspases.  Com  que  el  major  executor  de  mort  independent  de 

caspases  és AIF116,  vam  examinar  el  què  passava  en  les  condicions  de Bortezomib  i 

Bortezomib  juntament  amb  BAF.  Vam  observar  que  totes  dues  condicions  induïen 

l’alliberament d’AIF en el citosol. Aquest fet suggereix que AIF és el principal executor 

de mort  independent  de  caspases  en  les  nostres  línies  cel∙lulars  de melanoma.  El 

mecanisme que  indueix  la sortida d’AIF en el citosol és controvertit. Hi ha autors que 

creuen que la sortida de citocrom c en el citosol, activaria les caspases, que al seu torn, 

afavoririen  la  sortida d’AIF del mitocondri362. En  canvi, altres autors postulen que  la 

sortida d’AIF es dóna en absència de tall i activació de caspases121, 363. El nostre treball 

aniria en concordança amb aquesta última hipòtesi 

 

  Finalment,  amb  aquest  treball  podem  concloure  que  els  inhibidors  del 

proteasoma  indueixen una parada en el cicle cel∙lular  i mort cel∙lular, tant dependent 

com  independent  de  caspases,  i  que  AIF  és  l’executor  potencial  de  la  mort 

independent  de  caspases  en  les  nostres  línies  cel∙lulars  de  melanoma.  Per  últim, 

podríem dir que els nostres  resultats  representen una  informació útil per a  l’ús dels 

inhibidors  del  proteasoma  conjuntament  amb  fàrmacs  quimioterapèutics  i  altres 

agents en el tractament del melanoma. 
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3. La  inhibició de receptors amb activitat tirosina cinasa activats per 

part de Sunitinib indueix una reducció del creixement i sensibilitza 

les cèl∙lules de melanoma a Bortezomib mitjançant el bloqueig de 

la via Akt. 

 

Els  receptors  amb  activitat  tirosina  cinasa  són  reguladors  clau  de  processos 

cel∙lulars crítics com  la proliferació,  la diferenciació,  la supervivència, el metabolisme, 

la  migració  cel∙lular,  la  invasió  i  el  control  del  cicle  cel∙lular.  En  el  nostre  treball, 

mostrem  com  diferents  biòpsies  i  línies  cel∙lulars  de  melanoma  expressen  varis 

d’aquests  receptors  com  c‐Kit, PDGFRα, PDGFRβ  i VEGFR2. En el  cas de  c‐Kit, veiem 

una  pèrdua  d’expressió  per  immunohistoquímica  en  les  biòpsies  procedents  de 

melanoma metastàtic en  comparació amb  la dels  tumors primaris. Aquest  fet  va en 

concordança amb el que s’ha descrit en altres treballs306, 330 i suggereix que l’expressió 

de c‐Kit disminueix durant la progressió tumoral del melanoma. En el cas de PDGFRα, 

observem una moderada expressió d’aquest receptor, la qual es manté entre els casos 

de  melanoma  primari  i  metastàtic.  Aquest  fet  confirma  el  que  s’ha  vist  en  la 

bibliografia, de que PDGFRα s’ha vist sobreexpressat en el melanoma306, 327. Pel que fa 

referència a PDGFRβ, veiem que els seus nivells d’expressió són gairebé escassos, tant 

en  el melanoma  primari  com  en  el metastàtic.  També  aquesta  evidència  ha  estat 

reportada,  la  qual  descriu  una  absència  total  d’expressió  d’aquest  receptor  en  el 

melanoma327.  Per  últim,  VEGFR2  s’expressa  moderadament  en  les  biòpsies  de 

melanoma, tant en els melanomes primaris com metastàtics, els quals presenten una 

expressió similar. Aquest fet està d’acord amb altres treballs que mostren  l’expressió 

de VEGFR2 en cèl∙lules de melanoma329, 331. 

 

De forma similar, hem analitzat l’expressió de c‐Kit, PDGFRα, PDGFRβ i VEGFR2 

en quatre línies cel∙lulars de melanoma metastàtic (M16, M17, JG i M28) i en una línia 

de melanòcits (HEMn‐LP), i hem vist que l’expressió de tot els RTKs a excepció de c‐Kit 

es concentra en les línies de melanoma. Aquest fet suggereix que els RTKs podrien ser 

una bona diana terapèutica en el melanoma. La presència de c‐Kit en els melanòcits és 

un  fet  normal,  ja  que  la  senyalització  a  través  d’aquest  receptor  juga  un  paper 

important  en  la  diferenciació  i migració  dels melanòcits  cap  a  l’epidermis  durant  el 

desenvolupament embrionari304. 

 



Discussió       

176 

La presència de RTKs en les línies cel∙lulars ens ha fet pensar que Sunitinib seria 

capaç d’inhibir el creixement de  les cèl∙lules. El que hem observat és que  les quatre 

línies  cel∙lulars  analitzades  presenten  diferents  graus  de  sensibilitat  a  Sunitinib  i  els 

melanòcits apareixen ser resistents. Aquest fet suggereix, que en absència de  lligands 

que  poguessin  activar  els  RTKs  en  els  melanòcits,  l’acció  de  Sunitinib  quedaria 

restringida a  les cèl∙lules malignes, Sunitinib  indueix una parada en  la fase G1 només 

en  les  línies  sensibles  (M16  i M17)  i  apoptosi  en  la  línia M16.  D’altra  banda,  s’ha 

analitzat l’estatus dels RTKs en les línies cel∙lulars i hem vist que M16 i M17 presenten 

PDGFRα  i VEGFR2  fosforil∙lats de  forma basal. Cap altra  línia de melanoma presenta 

fosforil∙lació basal dels receptors que expressa. A més, de forma interessant, Sunitinib 

és capaç d’inhibir aquesta fosforil∙lació. Amb tot això, podem dir que la sensibilitat de 

les  línies cel∙lulars a Sunitinib està relacionada amb  la presència de fosforil∙lació basal 

d’aquests RTKs inhibibles per Sunitinib. De forma similar, existeixen nombrosos treballs 

descrivint l’eficàcia d’Imatinib en aquells melanomes amb una excessiva senyalització a 

través de c‐kit, degut a mutacions amb guany de funció de KIT318, 322‐326. 

 

Una  possible  explicació  de  la  presència  de  fosforil∙lació  basal  en  PDGFRα  i 

VEGFR2  pot  ser  la  presència  d’una  amplificació  gènica,  d’un  possible  bucle  autocrí 

entre el lligand i el receptor o de mutacions amb guany de funció d’aquests receptors. 

Pel  que  fa  referència  a  un  possible  bucle  autocrí,  s’ha  descrit  en  la  bibliografia 

l’existència  d’un  mecanisme  autocrí  donat  per  VEGFR2,  el  qual  estimularia  el 

creixement  de  les  cèl∙lules  de  melanoma331.  De  forma  similar,  s’ha  observat  la 

presència  del  lligand  PDGF‐A,  PDGF‐B  i  del  receptor  PDGFRα  en  el  melanoma327, 

suggerint  que  la  hipòtesi  de  l’existència  d’un  bucle  autocrí  és  possible.  Pel  que  fa 

referència mutacions amb guany de funció, hi ha un estudi que va buscar mutacions en 

els exons 10, 12, 14  i 18 del gen PDGFRA en el melanoma però se’n van trobar333. De 

totes maneres, no es pot excloure  la possibilitat de que puguin existir en altres exons 

d’aquest  gen.  Pel  que  fa  referència  a  VEGFR2,  no  s’han  descrit mutacions  d’aquest 

receptor en el melanoma. També, el fet de trobar‐nos amb una fosforil∙lació basal de 

PDGFRα i VEGFR2 pot ser degut a la presència d’una amplificació gènica. 

 

Sunitinib  inhibeix  la  via  de  senyalització  Akt/mTOR  només  en  aquelles  línies 

sensibles,  les  quals  presenten  PDGFRα  i  VEGFR2  activats.  Aquest  fet  està  en 

concordança amb aquells  treballs que demostren que Sunitinib  indueix el seu efecte 

citotòxic a través de  la  inhibició de  la via Akt/mTOR en  línies cel∙lulars provinents de 

varies neoplàsies hematològiques i en cèl∙lules de GIST 301, 302.  
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Per verificar que PDGFRα i VEGFR2 són dianes de Sunitinib en les línies cel∙lulars 

M16  i M17, hem  silenciat aquells   gens utilitzant  construccions  lentivirals. Hem vist, 

que  tant  el  shRNA  de  PDGFRA  com  de  VEGFR2 mimetitzen  els  efectes  vistos  amb 

Sunitinib (reducció de la viabilitat, inhibició de la via Akt/mTOR i inducció d’apoptosi en 

la  línia M16), amb  la qual cosa podem dir que Sunitinib actua a través d’aquests dos 

receptors en les línies cel∙lulars per dur a terme el seu efecte antitumoral. 

 

Malgrat que Sunitinib és capaç d’inhibir  la via Akt/mTOR en  les  línies sensibles 

M16  i M17,  hem  vist  que  només  és  capaç  d’inhibir  la  via  de  les MAPK  en  la  línia 

cel∙lular M17. Per donar resposta a aquesta ambivalència, vam examinar el gen B‐RAF 

en aquestes línies i vam veure que la línia M17 presentava un B‐RAF salvatge, mentre 

que  la  línia  M16  presentava  la  típica  mutació  de  B‐RAF  vista  en  el  melanoma, 

l’anomenada  V600E.  Se  sap  que  el  30‐70%  dels  melanomes  presenten  aquesta 

mutació56, 128 i que juntament amb altres membres de la família Raf i Ras, pot conduir a 

una activació de ERK364, 365. Per tant, una possible explicació al fet observat, podria ser 

que  tot  i  administrant  Sunitinib  en  la  línia M16,  aquest  no  sigui  capaç  d’inhibir  la 

fosforil∙lació en ERK degut a la mutació en B‐RAF. 

 

Per  últim,  volíem  saber  si  la  teràpia  combinada  basada  en  Sunitinib  i 

Bortezomib  es  traduïa  amb  un  increment  del  poder  antitumoral  en  el melanoma. 

Observem que existeix un efecte sinèrgic de citotoxicitat administrant tots dos fàrmacs 

a  la  vegada  en  les  línies  sensibles.  L’efecte  sinèrgic  observat  amb  la  combinació  de 

Sunitinib i Bortezomib s’ha determinat analíticament utilitzant el mètode proposat per 

Chou i Talalay (median dose effect)366. Aquest mètode atribueix un valor (combination 

index) depenent de la naturalesa d’interacció entre dos drogues. Així, dóna el valor de 

1 quan existeix un efecte additiu, un valor major que 1 quan hi ha un efecte antagònic i 

menor que 1 quan existeix un efecte sinèrgic. Per totes les concentracions de fàrmacs 

utilitzats en  les  línies M16  i M17, hem observat un  índex combinatori menor que 1, 

demostrant que  la  interacció entre Sunitinib  i Bortezomib és sinèrgica. D’altra banda, 

el pretractament amb Bortezomib  incrementa  la mort cel∙lular  induïda pel Sunitinib. 

Aquest  fet  va  en  concordança  amb  altres  treballs  que  demostren  el  poder 

sensibilitzador de Bortezomib en  front a altres  fàrmacs o  citocines en el melanoma, 

com  l’interferó α243, 244. D’altra banda, amb el tractament conjunt de  l’inhibidor de  la 

via PI3K/Akt (LY294002) i Bortezomib també observem un efecte sinèrgic, fet que dóna 

a entendre que el bloqueig de la via Akt és essencial per provocar l’efecte sinèrgic vist 

entre Sunitinib i Bortezomib. Aquest resultats van en la mateixa línia que aquells en els 

que s’ha trobat que la via Akt és la responsable de l’efecte sinèrgic de citotoxicitat vist 
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quan  s’ha  administrat  Bortezomib  juntament  amb  altres  inhibidors  de  RTKs  com 

Sorafenib42, inhibidors de EGFR39 i Lonafarnib367. 

 

Com  a  conclusió  podem  dir  que  els  PDGFRα  i  VEGFR2  activats  es  poden 

considerar bones dianes  terapèutiques  i predictors de  la sensibilitat a Sunitinib en el 

melanoma, donada la seva presència, i també amb l’experiència que s’ha tingut amb c‐

Kit mutat. No sabem,  la  freqüència d’aquests receptors activats en el melanoma. No 

obstant,  sí  que  se’n  pot  determinar  la  seva  presència mitjançant  arrais  proteòmics, 

amb  la qual  cosa es podria predir  la  resposta dels  tumors a Sunitinib  i,  fins  i  tot, es 

podria  proposar  l’administració  conjunta  amb  Bortezomib.  Per  tant,  la  teràpia 

combinada  de  Sunitinib  i  Bortezomib  podria  resultar  prometedora  en  determinats 

casos de melanoma metastàtic. 
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4. El  bloqueig  de  la  via  NFκB  resulta  en  un  increment  de  la mort 

cel∙lular en les línies cel∙lulars de carcinoma d’endometri tractades 

amb Bortezomib. 

 
 

Ja  hem  vist  que  Sunitinib  és  capaç  d’inhibir  el  creixement  de  cèl∙lules  de 

melanoma,  tal  i  com  s’ha  descrit  en  un  dels  articles  inclosos  en  aquesta  tesi368. De 

forma  similar,  hem  volgut  examinar  el  seu  efecte  en  línies  cel∙lulars  de  carcinoma 

d’endometri i observem que Sunitinib indueix una reducció de la viabilitat cel∙lular, una 

parada en el cicle cel∙lular, apoptosi i un descens en la clonogenicitat en totes les línies 

cel∙lulars. Hem utilitzat el Sunitinib a 24, 48  i 72h a  la concentració de 5µM.   Aquest 

resultat, igualment que el treball realitzat en línies de melanoma, està en concordança 

amb aquells que mostren un efecte citotòxic de Sunitinib en altres models cel∙lulars 

com neoplàsies hematològiques, GIST i carcinoma de tiroides301, 302, 369. 

 

  Hem  examinat  l’expressió  de  varis  RTKs  dianes  de  Sunitinib  (c‐Kit,  PDGFRα, 

PDGFRβ, VEGFR2 i EGFR) en les tres línies de carcinoma d’endometri: Ishikawa, RL‐95‐2 

i Hec‐1A. Vam analitzar aquests receptors perquè se sap que Sunitinib els inhibeix amb 

la  més  baixa  IC5012,  i  perquè  alguns  s’han  trobat  expressats  en  el  carcinoma 

d’endometri.  Tots  els  receptors,  a  excepció  de  VEGFR2,  PDGFRα  i  β,  es  troben 

clarament  expressats  en  les  línies  cel∙lulars.  C‐Kit  només  es  troba  expressat  en  les 

cèl∙lules Ishikawa  i EGFR es troba fortament expressat en totes  les  línies cel∙lulars. De 

forma  similar,  treballs  previs  confirmen  l’expressió  de  c‐Kit334‐337,  i  EGFR341  en  el 

carcinoma d’endometri. Alhora, també s’ha vist  l’expressió de PDGFRα334  i VEGFR2339, 

340. Pel que fa a PDGFRβ, no hi ha cap treball que descrigui la seva expressió en aquest 

càncer. La presència de SCF en les cèl∙lules tumorals com la presència de VEGF, tant en 

les  cèl∙lules  tumorals  com  en  les  cèl∙lules  endotelials  del  carcinoma  d’endometri, 

suggereix  que  l’existència  de  bucles  autocrins  i  paracrins  en  aquests  receptors  són 

essencials per permetre la progressió del carcinoma Nosaltres observem que totes tres 

línies de carcinoma d’endometri són sensibles a Suntinib i que l’únic receptor analitzat 

comú en en les tres és EGFR. Per aquesta raó vam voler aprofundir en l’estudi del seu 

estatus fosforil∙lat en les tres línies cel∙lulars i vam observar que l’aplicació de Sunitinib 

(tant  a  1µM  com  a  10µM)  previ  a  l’estimulació  amb  EGF,  no  era  capaç  d’inhibir  la 

fosforil∙lació induïda per EGF. A més a més, el tractament amb un inhibidor selectiu de 

EGFR,  AG1478,  no  induïa  cap  efecte  sobre  la  viabilitat  en  les  línies  cel∙lulars  de 

carcinoma d’endometri. Els fets observats suggereixen que Sunitinib no actua a través 
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de  EGFR  per  inhibir  el  creixement  de  les  cèl∙lules  tumorals,  i  per  tant, 

independentment dels  receptors més  coneguts, els quals hem analitzat en el nostre 

estudi. 

 

  Se sap molt poc sobre la via de senyalització en la qual actua Sunitinib per dur  

a  terme el  seu efecte citotòxic. Varis  treballs com el nostre en melanoma, en varies 

neoplàsies hematològiques i en GIST301, 302, 368 demostren que Sunitinib podria inhibir la 

via Akt/mTOR. De forma  interessant, un treball recent mostra que  inhibidors de RTKs 

com Sunitinib, Sorafenib  i Lestaurtinib poden  inhibir  la via NFκB a través de diferents 

mecanismes303.  Nosaltres  demostrem,  per  primera  vegada,  que  la  via  NFκB  és  una 

diana directa de  Sunitinib en el  carcinoma d’endometri. Hem  vist, que  Sunitinib pot 

inhibir  tant  la  via NFκB  basal  com  la  induïda  per  factors  de  creixement  (EGF)  i  pel 

clàssic  inductor de  la via clàssica, el TNF. Tot  i que hem vist que Sunitinib no actua a 

través de EGFR per induir el seu poder tumoral en les línies de carcinoma d’endometri 

és capaç de reduir la via NFκB induïda pel seu lligand, el EGF. Una possible explicació a 

aquest  fet  podria  ser  perquè  el  Sunitinib  modifiqués  alguna  de  les  proteïnes 

adaptadores o associades al receptor. Estudiant vies de senyalització de supervivència 

com la via de les MAPK i Akt després de l’administració de Sunitinib, no vam veure que 

s’haguéssin inhibit, cosa que suggereix que Sunitinib actua at través de la via NFκB per 

dur a terme el seu efecte antitumoral. S’ha descrit que els  inhibidors del proteasoma 

activen  la  via NFκB  en  línies  de  carcinoma  d’endometri247,  contràriament  a  l’efecte 

assumit d’inhibició d’aquesta via. No obstant, altres treballs recolzen aquesta activació 

de  la  via  NFκB  per  part  dels  inhibidors  del  proteasoma  en  cèl∙lules  de  mieloma 

múltiple, de GIST i d’adenocarcinoma de colon202, 370, 371. Aquesta activació pot resultar 

perillosa donat el paper de la via NFκB en la resistència a l’apoptosi. Apart s’ha vist que 

la radioteràpia  i una gran varietat de quimioterapèutics poden activar  la via NFκB de 

forma  indesitjada,  com  la  Temozolomida,  el  Vorinostat  o  el  Etoposide239,  245,  372‐375. 

Freqüentment, la combinació d’un inhibidor de la via NFκB aquests agents aconsegueix 

un  efecte  radiosensibilitzador245,  373  o  quimiosensibilitzador239,  375.  En  aquesta  línia, 

observem  que  Sunitinib  redueix  l’activació  de  la  via  NFκB  induïda  per  Sunitinib, 

tornant‐la a valors d’activitat basal i veiem que la combinació de Sunitinib i Bortezomib 

indueix un efecte  sinèrgic en  la viabilitat cel∙lular,  tal  i com ho corrobora  l’anàlisi de 

l’índex combinatori. 

 

La utilització de teràpies combinades per interferir vies activades de forma indesitjada 

per  un  agent  A mitjançant  l’aplicació  d’un  agent  B  no  és  un  concepte  nou  en  el 

tractament del càncer. 
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Nombrosos  són  els  treballs  en  la bibliografia que demostren que  és més  eficient  la 

combinació  de  dos  fàrmacs  que  la monoteràpia  per  al  tractament  de  determinats 

càncers. Així doncs, pel que fa referència a la utilització d’inhibidors de RTKs juntament 

amb  inhibidors del proteasoma s’han descrits efectes sinèrgics amb  les combinacions 

de Bortezomib amb Imatinib40, 41, Sorafenib42, 43. Aquests dos inhibidors són inhibidors 

de receptors tirosina cinasa de primera generació, igual que Suninitinib. 

 

  Un forma de demostrar que  l’efecte sinèrgic de citotoxicitat és degut a  l’acció 

inhibitòria de Sunitinib de  l’activitat NFκB  induïda per Bortezomib, és silenciant p65  i 

alhora  tractant  amb  Bortezomib  les  línies  de  carcinoma  d’endometri.  Fent  això, 

observem que hi ha un  increment significatiu de  l’apoptosi comparat amb  la condició 

de cèl∙lules tractades contenint p65 i amb la condició de cèl∙lules no tractades on p65 

ha estat silenciat. De forma similar, s’ha descrit que la inhibició farmacològica de IKKβ 

potencia  els  efectes  de  Bortezomib  en  un model  en  què  Bortezomib  no  és  capaç 

d’inhibir la via NFκB370. Podem hipotetitzar que el què està passant en les cèl∙lules de 

carcinoma d’endometri és que Bortezomib, per una banda, indueix mort cel∙lular i per 

l’altra  activa  la  via  NFκB,  la  qual  cosa  induiria  supervivència.  Llavors,  amb 

l’administració  de  Sunitinib  bloquegem  les  possibles  sortides  de  supervivència  que 

vagin via NFκB  i  juntament amb  l’administració de Sunitinib es tradueix en un efecte 

potenciador de la mort cel∙lular. 

 

  Com  a  conclusió  d’aquest  apartat  de  la  discussió  podem  dir  que  Sunitinib 

redueix  el  creixement  cel∙lular  de  línies  cel∙lulars  de  carcinoma  d’endometri  i  c‐Kit 

podria  ser  la  diana  a  través  de  la  qual  actua  Sunitinib  en  aquest  càncer.  A  més, 

Sunitinib  inhibeix  la  via  NFκB  i  potencia  els  efectes  citotòxics  de  Bortezomib 

possiblement per l’habilitat d’inhibir la via NFκB induïda per Bortezomib, suggerint que 

la  teràpia  combinada  de  Sunitinib  i  Bortezomib  pot  ser  una  possible  estratègia 

terapèutica en el carcinoma d’endometri. 
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Les conclusions derivades d’aquesta tesi són les següents: 

 

Primera 

En  les  condicions  utilitzades  en  el  nostre  estudi  els  anàlegs  de  la  somatostatina 

Octreotide i SOM230 no semblen ser útils per al tractament del melanoma metastàtic, 

malgrat  l’expressió  de  receptors  de  la  somatostatina  en  les  línies  cel∙lulars  de 

melanoma. 

 

Segona 

Els  inhibidors del proteasoma  indueixen un reducció de  la viabilitat, una parada en el 

cicle cel∙lular i apoptosi en les línies cel∙lulars de melanoma. 

 

Tercera 

Els  inhibidors  del  proteasoma  duen  a  terme  mort  cel∙lular,  tant  dependent  com 

independent de caspases.  

 

Quarta 

L’alliberament d’AIF al  citosol en absència d’activació de  caspases  suggereix que AIF 

pugui ser l’executor de mort independent de caspases. 

 

Cinquena 

La presència de PDGFRα  i VEGFR2  activats de  forma basal en  les  línies  cel∙lulars de 

melanoma prediu la sensibilitat a Sunitinib. 

 

Sisena 

El  tractament  combinat  de  Sunitinib  i  Bortezomib  pot  ser  una  possible  estratègia 

terapèutica  en  determinats  casos  de  melanoma  disseminat,  donat  el  seu  efecte 

sinèrgic d’inducció d’apoptosi via PI3K/Akt en aquelles  línies cel∙lulars expressores de 

receptors tirosina cinasa activats. 

 

Setena 

Sunitinib inhibeix la via NFκB en les línies cel∙lulars de carcinoma d’endometri. 

 

Vuitena 

La teràpia combinada de Sunitinib i Bortezomib indueix un efecte sinèrgic mitjançant la 

inhibició de  la  via NFκB  induïda per Bortezomib,  evidenciant  ser una possible opció 

terapèutica per al carcinoma d’endometri. 
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  Herein,  I want  to describe brieftly  in which  consisted my  short‐stay  research 

abroad. During this stay, I had the opportunity of working with different mice models. 

 

Title of  the project: Molecular mechanisms of melanoma genesis  involving  the Atf2 

and pRB pathways 

Group: Skin Carcinogenesis Group 

Group leader and Supervisor: Dr. Graeme Walker 

Centre: Queensland  Institute  of Medical  Research  (Q.M.I.R.),  Brisbane, Queensland, 

Australia 

Duration: Six months (12/2010 – 06/2011) 

 

  During  my  short  stay,  I  have  been  performing  two  different  projects.  One 

project  (Part  I) was related  to  the role of  the Atf2  transcription  factor  in melanocyte 

responses  to  UVR.  In  addition,  another  part  of  the  project  (Part  II)  consisted  of 

examining  the  mutational  status  of  the  RAS  family,  and  B‐RAF,  in  melanomas 

developing  in pocket protein knockout mice. Moreover, although not  strictly part of 

the projects reported here, I gained experience in the use of various xenotransplantion 

systems  for  studying  melanoma  cell  growth  in  immunocompromised  mice.  This 

experience will  be  valuable  for me  in  setting up  these  systems  in  our  laboratory  in 

Lleida. 

 

Part I. ROLE OF ATF2 IN MELANOCYTE PROLIFERATIVE RESPONSE AFTER 

UVR 

Introduction 

  Malignant melanoma  is  the most  aggressive  skin  cancer  and  its  incidence  is 

increasing  in  an  alarming  way.  Important  advances  in  understanding  melanoma 

biology have been made over the past few years, thanks to  indentification of genetic 

changes along the MAPK signaling pathway. The constitutive activation of this pathway 

commmonly  occurs  as  a  result  of  receptor  tyrosine  kinase  activation  due  to  KIT 

mutation, or mutations  in members of RAS and RAF families1.  In particular, activating 

mutations of B‐RAF2  are observed  in most melanomes. A new player  in  the  field of 
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Materials and methods 

Animals 

In this project, we used melanocyte‐specific Atf2 mutant mice previously generated4. 

Constitutional Atf2  knockout  in mice  leads  to early post‐natal death.  Therefore,  the 

Cre‐LoxP system was utilized to disrupt Atf2  in melanocytes. Atff/f   mice were crossed 

with mice harboring a 4‐hydroxytamoxifen (OHT)‐inducible Cre recombinase‐estrogen 

receptor  fusion  transgene  under  the  control  of  the melanocyte‐specific  tyrosinase 

promoter,  designated  Tyr::CreER.  Upon  administration  of  OHT,  Cre‐mediated 

recombination  would  induce  Arf2  deletion  in  melanocytes.  15  ng/µL  of  OHT  was 

administrated topically  in the skin of the pups at  least twice before they were 3 days 

old. 

UVR treatments and obtention of skin samples 

Pups  (3‐days‐old)  were  given  a  10  minutes  exposure  to  UVB  from  a  bank  of  six 

cellulose acetate‐filtered Phillips TL100W 12RS UVB lamps (Total UVB dose, 5.9 kJ∙m‐2, 

or an erythemally weighted dose of 1.8 kJ∙m‐2). Each pup was placed  into a well of a 

six‐well tissue culture plate for the treatment, to prevent them huddling and screening 

each other from the UVR. Animals were sacrificed with CO2 at 0, 2, 4, 6, 8, 11 and 14 

days post‐UVR and a portion of exposed skin excised. Skin biopsies were either  fixed 

with formalin and embedded in pA‐raffin. 

Immunofluorescence staining 

Section  were  dewaxed  in  xylene  and  rehydrated  through  a  graded  ethanol  series. 

Antigen retrieval was achieved by heat treatment in decloaking chamber for 5 minutes 

at 125 degrees  in citric acid dilution (pH 6.0). Next, the slides were blocked first with 

3% H2O2  for 15 minutes and with 10% of donkey serum  for 30 minutes. The primary 

antibodies  used were  anti‐Trp‐1  and  Trp‐2  in  1/400  dilution.  Then,  the  slides were 

incubated with an anti‐rabbit secondary fluorescent antibody for 30 minutes in 1/500 

dilution  and  stained  with  DAPI  for  10 minutes.  Staining  were  visualized  using  the 

fluorescence microscope and epidermal melanocytes were counted per field along the 

lentgh  of  skin  (about  20  fields  per  skin),  and  epidermal  melanocytes  number 

quantitated. The results were expressed as the mean of two independent blind counts 

(at least two different mice at each timepoint). 
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Results 

Atf2 diminishes the melanocyte proliferative response after UV exposure 

To  address  the  role of Atf2  in  the  response of melanocytes  after UV  irradiaton, we 

checked  for  the  localization  and  the  number  of  melanocytes  in  the  epidermis  at 

different  time‐points after  the UV  insult. For  this purpose, we extracted skin of mice 

after  being  irradiated with  UV  at  2,  4,  6,  8,  11  and  14  days  and we  localized  the 

melanocytes  using  the  typical  melanocyte  markers  such  as  Trp1  and  Trp26.  We 

observed that at all time points post UVR the number of epidermal melanocytes per 

field  in OHT‐treated Atf2‐/‐TyrCre+ was  lower than for the same genotype not treated 

with OHT as controls. Similar results were observed when staining  for either Trp1 or 

Trp2 as shown in figure 2. 

 

 

 

Conclusion 

We  have  shown  that  deletion  of  Atf2  inhibits  the  proliferative  response  of 

melanocytes  to  UVR  exposure,  in  line  with  its  role  of  the  transcription  factor  in 

preventing melanoma  development.  At  present  is  is  difficult  to  speculate  whether 

these phenomena are due to the influence or Atf2 on DNA damage response, cell cyle 

regulation,  or  melanocyte  differentiation  status,  as  Atf2  is  part  of  the  signalling 

pathways connecting these three processes. Now that we have solid data connecting 

Atf2 to the melanocyte UVR response we can begin to construct a molecular model of 

pathways  that control  this  response, and also  infer  that  it may be worth  looking  for 

ways to inhibit Atf2 as a way to abrogate melanoma development after sun exposure. 

Further  in vivo and  in vitro work on melanocytes deleted for Atf2 are warranted. This 

will  include  further  multilabel  immunohistochemical  analysis  of  the  skin  sections 

harvested, to look for changes on the melanocye expresion of other molecules.  
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Part II. ANALYSIS OF B‐RAF, HRAS, NRAS AND KRAS MUTATIONAL 

STATUS FROM Tyr‐CreER::PPF/F MICE 

Introduction 

In  addition  to  this  project,  I  have  performed  another  project  concerning  the 

role of  retinoblastoma proteins  (pRb)  in  the genesis of melanoma. One of  the most 

commonly  deregulated  pathways  in  melanoma  development  is  the  p16/Cdk4/pRb 

pathway.  p16  is  not  only  a  melanoma  susceptibility  gene  when  mutated  in  the 

germline, but it is frequently somatically deleted in melanoma. It has recently become 

evident  that  pRb  (encoded  by  the  Rb1  gene)  is  not  the  only  target  of  p16/Cdk4 

signaling, and that two other proteins, p107 (Rb2) and p130 (Rb3). Rb, p107 and p130 

are collectively called the pocket proteins (PPs). Upon p16  loss Cdk4 phospohorylates 

all pocket proteins, not  just pRb. Hence we hypothesised that at  least for melanoma, 

the dogma that pRb was the most important target of p16 deregulation is wrong, and 

the downstream effects of all PPs must be taken into account. To test this hypothesis 

we  used  gene  targeting  in  mice  to  selectively  knock  out  each  of  the  PPs  in 

melanocytes.  Melanoma  was  not  induced  by  knockout  of  any  single  or  double 

combination  of  them,  but  we  found  that  when  all  3  PPs  were  deleted melanoma 

developed  rapidly.  Notably,  this  is  the  first  instance  of  spontaneous  melanoma 

development in mice without an engineered Ras pathway mutation. In this project we 

aimed to sequence all of the Ras genes (Hras, Kras , Nras) as well as B‐raf, in the PP‐null 

murine melanomas.  

 

Materials and methods 

PCR and DNA Sequencing 

Sequence analysis was performed by direct sequencing of polymerase chain reaction 

(PCR)‐amplified  products,  generated  with  specific  primers  designed  to  amplify  the 

regions of hotspot mutations  in B‐RAF, NRAS, HRAS and KRAS. The primers used are 

indicated  in  the  table  1.  The  PCR  cycling  conditions  were  as  follows:  an  initial 

denaturation at 94C for 1 minut, followed by 25 cycles of 94oC for 30 seconds, 50oC for 

15 seconds, 60oC for 30 seconds and 60oC for 30 seconds. PCR products were purified 

and sequenced with the original primer pair using BigDye v3.1 in combination with an 

ABI PRISM 3100 DNA sequencer. 
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Results 

To explore  the presence of mutations  in B‐RAF, HRAS, NRAS,  and KRAS  genes, DNA 

sequencing  was  performed.  DNA  sequencing  was  done  for  17  different  tumour 

biopsies of cutaneous melanoma corresponding to 5 different mice. These mice were 

knockout  for  either  PPs,  or  PPs  and  Tp53.  The  sequencing  reaction  needed  careful 

optimization, and  if  traces were not clear new primers were  synthesized. For all  the 

biopsies  analyzed,  we  did  not  observe  any  mutation  in  any  of  these  genes,  as 

summarised in table 1. 

 

Gene  PCR primers (5’‐3’) 
Amplicon 

size (bp) 
Hotspot 

Mutations 

found 

B‐RAF exon 18 

Forward  TTC CTT TAC TTA CTG CAC CTC AGA 

143 
codon 600: 

GTG 
None 

Reverse 
AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTC CAT CCA 

AAT AGA TCC AGA 

NRAS exon 1 

Forward  AGA GGT TTT TGC TGG TGT GA 

115 

codon 12: 

GGT 

codon 13: 

GGT 

None 
Reverse 

AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTC ATC CAC 

AAA GTG GTT CTG G 

NRAS exon 2 

Forward  CCT TCG CCT GTC CTC ATG TA 

125 
codon 61: 

CAA 
None 

Reverse 
GGG ACA CCG CTG ATC GTT TAT CCC AGG ATT 

CTT ACC GAA A 

HRAS exon 1 

Forward  TTG GCT AAG TGT GCT TC 

198 

codon 12: 

GGC 

codon 13: 

GGT 

None 
Reverse 

GCA AAT ACA CAG AGG AAG CC 

HRAS exon 2 
Forward  CGT GTT GTT TTG CAG GAC TC 

119 
codon 61: 

CAG 
None 

Reverse  ATG TAC TGG TCC CGC ATG G 

KRAS exon 1 

Forward  AGG CCT GCT GAA AAT GAC TG 

119 

codon 12: 

GGT 

codon 13: 

GGC 

None 
Reverse 

AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTC GTA TCA 

TAC TCA TCC AC 

KRAS exon 2 

Forward  TTG GAT ATT CTC GAC ACA GCA 

142 
codon 61: 

CAA 
None 

Reverse 
AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTT TAA ACC 

CAC CTA TAA TGG TGA A 

 

Table 1. Melanoma from PP knockout mice do not carry mutations in B‐RAF, HRAS, NRAS or KRAS. A 
total of 17 biopsies of melanoma were analyzed for mutations in the specified genes. In this table, are 
indicated the size of the obtained amplicon, the hotspot examined and the primers used for the study. 

 

 



Apèndix 

201 

Discussion 

It  is now apparent  that dephosphorylation of all pocket protein PPs, pRb, p107 and 

p130  is  needed  to  prevent melanocyte  transformation.  This  redundancy  of  pocket 

protein  function  provides  an  explanation  for  why  none  of  these  proteins  are  not 

commonly mutated in melanoma and only the upstream mutations (e.g. CDKN2A etc) 

have  been  detected.  In  terms  of mouse models  of melanoma,  this  is  the  first  to 

spontaneously  develop  melanoma  without  carrying  an  engineered  oncogenic 

activation  (e.g.  Ras  or  B‐raf)  or  carcinogen  treatment. We  have  now  sequenced  all 

tumours from the PP null mice and found that none harbour mutations in B‐raf or any 

of  the Ras  family members.  It  is  clear  that pocket proteins are  critical, arguably  the 

most critical, molecules that keep the melanocyte  in check.  It  is hypothesed that PPs 

may also act downstream of RAS pathway due  to  its activation of CyclinD/Cdk4/pRb 

signaling. Our finding of melanoma development without RAS mutation via deletion of 

all PPs somewhat supports this view. A cure for melanoma is not yet available despite 

significant progress. The pocket proteins or their downstream effectors could be drug 

targets in spite of the major cell cycle and oncogenic mutations in melanoma generally 

being located upstream of them. 

 

Overall summary 

Identifying mechanisms  underlying  early  phases  of melanocyte  transformation  and 

melanoma development  is crucial for understanding the etiology of the neoplasm, as 

well as  for developing novel  treatment approaches.  It has special  importance due  to 

the  fact  that  is  an  aggressive  cancer which  tends  to  generate metastasis  easily  and 

once disseminated present a  very poor prognosis. One  important discovery was  the 

presence  of  mutant  B‐RAF  in  melanocytic  lesions.  However  B‐RAF  inhibitors  are 

promising but not entirely successful treatments. We have used genetically engineered 

mouse  models  to  study  reveal  novel  roles  for  Atf2  and  the  pocket  proteins  in 

melanoma development. 
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