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Abstract  
Much effort is being made on Fanconi anemia therapeutics to treat bone marrow failure 

and cancer, the most life threatening signs of the disease. There are also studies 

searching for prevention, with chronic treatment proposals. As mortality rate by bone 

marrow failure has been dramatically reduced in the last years, thanks to improved 

hematopoietic stem cell transplantation protocols, and with the promise of new 

approaches such as gene therapy, the next step in the horizon of Fanconi anemia 

treatment may be focused on malignancies. Patients have very low survival rate after 

solid tumors appear, and no effective therapy currently exists beyond surgical 

resection. That is the reason why we developed two drug screening assays to measure 

different Fanconi biomarkers with the purpose of finding new drugs that ameliorate or 

cure the Fanconi anemia disorder and could be investigated in preclinical studies as a 

new therapy. We adapted the flow cytometric in vitro micronucleus test to screen drugs 

for their ability to reduce chromosome fragility and cell cycle arrest in FANCA-deficient 

cells. Screening of 10 candidate drugs based on literature search and a redox library of 

84 antioxidants/antiinflammatory compounds identified several drugs that consistently 

restored chromosome fragility and G2/M cell cycle arrest in lymphoblast cell lines from 

3 independent FANCA-deficient patients. We selected two drugs, CRD3 and CRD8, 

widely used in clinics, to test in Fanca-deficient mice in vivo. One year later 60 % of 

placebo-treated mice died. Only 20 % mice of CRD3 treated group were sacrificed due 

to excess weight loss while all CRD8 treated mice were alive and healthy at the end of 

the experiment. In a second assay, we set up a cell system based on FANCD2-Ub foci 

detection in FANCA-deficient cells and we screened 3802 drugs, which included all 

FDA-approved, kinase inhibitors and chemical diversity compounds in search of a drug 

to cure Fanconi anemia by re-activating the FA/BRCA pathway. We selected 7 hits and 

none of them could be validated on phenotypic assays. Taking advantage of this 

screening, we searched for drugs that killed cells by a non-genotoxic mode of action. 

Selected drugs were tested in Fanconi anemia patient-derived head and neck 

squamous cell carcinomas (HNSCC) cell lines and primary fibroblasts. Two potential 

drugs, CAT2 and CAT29, were especially relevant as they are highly selective for 

cancer cells. They are already approved for cancer treatment and their mechanism of 

action does not involve DNA damage. Neither CAT2 nor CAT29 induced chromosome 

fragility in FANCA-deficient lymphoblastoid cell line or activate FANCD2 ubiquitination 

suggesting that the Fanconi anemia pathway is not involved in the cellular response to 

these drugs. In vivo experiments of tumor xenografts in mice showed that CAT2 and 

CAT29 inhibited the growth of HNSCC Fanconi VU1131-T2.8 in a highly significant 



 

manner. Given the results presented in this PhD thesis, we propose to continue the 

preclinical studies in order to finally repurpose CRD3 and CRD8 to treat Fanconi 

anemia and CAT2 and CAT29 to treat Fanconi HNSCC. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Resum 
S’estan dedicant molts esforços en trobar una teràpia eficient pel tractament de les 

principals complicacions en l’anèmia de Fanconi, la fallada del moll de l’os i el càncer. 

També, hi ha estudis que es centren en la recerca de tractaments crònics per la 

prevenció de la malaltia. La taxa de mortalitat per la fallada del moll de l’os s’ha reduït 

dràsticament en els últims anys gràcies a la millora dels protocols de trasplantament 

de progenitors hematopoètics i també pels nous enfocaments en la recerca, com per 

exemple la teràpia gènica. No obstant, els pacients tenen una taxa de supervivència 

molt reduïda després del diagnòstic dels tumors sòlids i no existeix actualment una 

teràpia efectiva a banda de la resecció quirúrgica. Així doncs, el següent gran repte a 

abordar és el tractament de les malignitats. En aquest estudi vam desenvolupar dos 

assajos de cribatge de fàrmacs per mesurar diferents marcadors Fanconi amb la 

finalitat de trobar compostos que puguin millorar o curar la malaltia de l’anèmia de 

Fanconi i puguin ser investigats en estudis preclínics com a una nova teràpia. Vam 

adaptar el test de micronuclis in vitro utilitzant la citometria de flux per tal d’estudiar 

quins compostos reduïen la fragilitat cromosòmica i la parada del cicle cel·lular en fase 

G2/M de les cèl·lules Fanconi. Es va realitzar un cribatge de 10 fàrmacs candidats 

basats en la recerca de literatura i una biblioteca amb 84 compostos antioxidants o 

antiinflamatoris i es van identificar diferents fàrmacs que reduïen la fragilitat 

cromosòmica i la parada del cicle cel·lular en línies limfoblastoids deficients per 

FANCA. Vam seleccionar dos compostos, el CRD3 i CRD8, àmpliament utilitzats en la 

clínica, per estudiar en un model de ratolí deficient per Fanca. Un any després, el 60 % 

dels ratolins tractats amb placebo van morir. En canvi, només el 20 % dels ratolins del 

grup de tractament del CRD3 van ser sacrificats per pèrdua excessiva de pes i tots els 

ratolins del grup del CRD8 estaven vius i sans al final de l’experiment. En el segon 

assaig, vam posar a punt un sistema cel·lular basat en la formació de foci de la 

proteïna FANCD2-Ub en cèl·lules deficients per FANCA i vam realitzar un cribatge de 

3802 fàrmacs, incloent tots els compostos aprovats per la FDA, inhibidors de cinases i 

compostos de diferent diversitat química per tal de trobar un fàrmac que pogués curar 

l’anèmia de Fanconi reactivant la ruta FA/BRCA. Es van seleccionar 7 compostos 

candidats però cap d’ells va poder ser validat en assajos fenotípics. Aprofitant que es 

va dur a terme aquest cribatge, vam buscar compostos que inhibissin el creixement 

cel·lular amb un mecanisme d’acció no genotòxic. Els fàrmacs seleccionats es van 

estudiar en línies cel·lulars de carcinoma escamós (HNSCC) derivades de pacients 

Fanconi i en fibroblasts primaris. Els fàrmacs CAT2 i CAT29 van ser especialment 

rellevants ja que van ser altament selectius per les cèl·lules canceroses. Aquests 



 

fàrmacs estan aprovats pel tractament del càncer i el seu mecanisme d’acció no 

implica el dany en el DNA. Cap dels dos compostos tampoc va induir la fragilitat 

cromosòmica en una línia limfoblastoid deficient per FANCA i no van activar la 

monoubiquitinació de la proteïna FANCD2, suggerint que la ruta FA/BRCA no està 

implicada en la resposta cel·lular a aquests fàrmacs. Els experiments in vivo de 

xenoempelts tumorals en ratolins van demostrar que el CAT2 i CAT29 van inhibir el 

creixement de la línia de HNSCC Fanconi VU1131-T2.8 d’una manera molt 

significativa. Donats els resultats presentats en aquesta tesi doctoral, proposem 

continuar els estudis preclínics per tal de reposicionar el CDR3 i CDR8 per tractar 

l’anèmia de Fanconi i el CAT2 i CAT29 per tractar els HNSCC Fanconi. 
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1. Introducció 
 

1.1. Generalitats sobre l’anèmia de Fanconi 

L’anèmia de Fanconi va ser descrita per primera vegada l’any 1927 pel pediatra suís 

Guido Fanconi quan va observar en una família de 5 germans que tres d’ells, entre 5 i 

7 anys, patien una anèmia severa progressiva, infeccions recurrents, malformacions 

congènites i hemorràgies espontànies, que finalment va resultar amb una mort 

prematura dels nens (figura 1) (Fanconi, 1927). L’any 1929, G. Fanconi es va adonar 

que la malaltia no només afectava l’eritropoesi sinó a tots els llinatges cel·lulars 

hematopoètics i en aquell moment, li va semblar que patien una anèmia pernicoide i no 

va ser fins l’any 1931 que Otto Naegeli va proposar que el síndrome hauria de dir-se 

anèmia de Fanconi. Basant-se en aquestes observacions, Guido Fanconi va establir 

els primers criteris diagnòstics de malaltia que incloïen la pancitopènia, alteracions 

esquelètiques, baixa altura, anomalies urogenitals, hiperpigmentació i ocurrència 

familiar. Per G. Fanconi la recerca en la malaltia li va ocupar 40 anys i hi va haver 

molta especulació sobre la seva etiologia i el seu patró d’herència. Inicialment no va 

creure que aparegués per la mutació d’un sol gen però al 1964 va publicar una 

hipòtesis de que la malaltia era causada per una translocació cromosòmica (Lobitz and 

Velleuer, 2006). En aquell moment, els científics del món van intentar buscar la 

translocació però no la van aconseguir veure i l’any 1966, el científic Schroeder va 

reconèixer un patró d’herència autosòmica recessiva i va descriure que estava 

associada a fragilitat cromosòmica (Schroeder, 1966). Tres anys més tard, Schuler i 

col·laboradors van proposar observar les cèl·lules d’aquests pacients com a diagnòstic 

per la malaltia, ja que eren molt sensibles a agents alquilants i el seu tractament 

produïa una elevada fragilitat cromosòmica (Schuler et al., 1969). El fet de poder 

utilitzar marcadors cel·lulars citogenètics per detectar la malaltia va ser una eina molt 

important i els investigadors van voler buscar un assaig citogenètic que permetés 

confirmar la sospita clínica, sobretot en aquells casos on el fenotip clínic no era molt 

clar. No obstant, tot i que pel diagnòstic de la malaltia es segueix utilitzant la tècnica 

proposada per Shuler, no va ser fins dos dècades més tard que el grup de la doctora 

Auerbach va demostrar la hipersensibilitat de les cèl·lules Fanconi a l’efecte 

clastogènic d’agents inductors d’enllaços creuats al DNA (interstrand crosslinks, ICL). 

Els estudis d’Auerbach van culminar amb l’estandardització de l’assaig de fragilitat 

cromosòmica i el tractament del diepoxibutà (DEB) en les cèl·lules dels pacients, el 

que va permetre identificar pacients que encara no havien patit l’anèmia o pacients 
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amb un fenotip poc clar que patien de leucèmia o tumors sòlids i es desconeixia 

l’etiologia de la seva malaltia (Auerbach, 2003, Auerbach, 2009). 

Figura 1. Diapositiva original de la lectura de Guido Fanconi mostrant dos dels tres 
primers pacients amb anèmia de Fanconi i el seu arbre genealògic (Lobitz and 
Velleuer, 2006). 

L’any 1992 es va identificar el primer gen causant de la malaltia, el gen FANCC 

(Strathdee et al., 1992). A partir de llavors, s’han identificat mutacions bial·lèliques en 

22 gens diferents i s’estan descobrint moltes d’altres proteïnes d’interacció, el que 

posa de manifest la gran complexitat genètica. Els 22 gens inclouen FANCA, FANCB 

(FAAP95), FANCC, FANCD1 (BRCA2), FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG (XRCC9), 

FANCI, FANCJ (BACH/BRIP1), FANCL, FANCM, FANCN (PALB2), FANCO 

(RAD51C), FANCP (SLX4), FANCQ (XPF/ERCC4), FANCR (RAD51), FANCS 

(BRCA1), FANCT (UBE2T), FANCU (XRCC2), FANCV (REV7) i FANCW (RFWD3).  

L’anèmia de Fanconi és una malaltia autosòmica recessiva per tots els gens excepte 

per FANCB, el qual es troba localitzat en el cromosoma X (Meetei et al., 2004) i per 

RAD51, que té una herència autosòmica dominant. Aquests gens codifiquen per 

proteïnes implicades en una ruta molecular de reparació d’un tipus de dany específic 

en el DNA, que són els ICLs, i és anomenada anèmia de Fanconi / susceptibilitat al 

càncer de mama (FA/BRCA), per la seva interrelació amb vàries proteïnes causants de 

càncer de mama hereditari (BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2 i RAD51C) (Somyajit et 

al., 2012, Plavetic et al., 2013). L’últim gen descrit fins el moment és FANCW i s’ha 

reportat recentment en una col·laboració amb el nostre grup (Knies et al., 2017). 

 

 



Introducció 3 
 

1.2. Prevalença 

L’anèmia de Fanconi és una malaltia rara i genèticament heterogènia que es troba en 

totes les races i grups ètnics i és la causa genètica més comú d’anèmia aplàsica i una 

de les causes genètiques més comuns de malignitat hematològica. Té una prevalença 

en la població general d’1 a 5 per cada milió d’habitants i una taxa d’incidència d’1 

cada 131.000 naixements i la freqüència de portadors estimada és d’1/181 als Estats 

Units (United States, EEUU) (Rosenberg et al., 2011). Poblacions específiques tenen 

variants fundadores amb una freqüència de portadors més elevada (<1:100) per l’alta 

càrrega de consanguinitat, entre les que destaquen els jueus asquenazites (FANCC, 

BRCA2), nord-europeus (FANCC), africans (FANCA), negres subsaharians (FANCG) i 

gitanos espanyols (FANCA) (Whitney et al., 1993, Tipping et al., 2001, Callen et al., 

2005). A Espanya, la població actual té uns 46 milions d’habitants i des de 2001 fins 

mitjans del 2017, el nostre laboratori, el qual diagnostica tots els pacients Fanconi 

espanyols, ha diagnosticat 201 pacients dels quals el 18 % van ser mosaics per 

reversió somàtica i tots ells consten com a inscrits a la Xarxa Nacional d’Anèmia de 

Fanconi. També, la malaltia es produeix en una relació home:dona entre 1.1 i 1.2:1, 

respectivament, incloent tots els grups ètnics i excloent els pacients FANCB que són 

exclusivament homes (Auerbach, 2009, Neveling et al., 2009, Rosenberg et al., 2011). 

1.3. Aspectes clínics de la malaltia 

Els pacients Fanconi presenten un espectre molt diferent del fenotip clínic, segons la 

proteïna mutada en la ruta (Wang, 2007). Les manifestacions clíniques de l’anèmia de 

Fanconi són heterogènies i la malaltia es caracteritza per múltiples defectes congènits 

de naixement. No obstant, un 25-40 % dels pacients té una aparença completament 

normal (Alter, 2005).  

L’anèmia de Fanconi és un síndrome d’inestabilitat cromosòmica que es caracteritza 

per malformacions congènites, una disfunció progressiva del moll de l’os i una 

predisposició a desenvolupar leucèmia mieloide aguda (acute myeloid leukemia, AML), 

tumors sòlids i infertilitat. Les característiques clíniques fan que l’esperança de vida 

d’aquests pacients sigui reduïda, al voltant dels 20 anys (Wu, 2013).  

1.3.1. Malformacions congènites 

A nivell de la biologia del desenvolupament, les anomalies congènites en pacients 

Fanconi poden classificar-se en majors i menors i poden ser unilaterals o bilaterals. 
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Les malformacions congènites majors fan referència a les que produeixen una 

disfuncionalitat de l’individu, implicant el sistema nerviós central, l’esquelètic, el 

gastrointestinal, el genital i l’auditiu. Les anomalies esquelètiques més comuns són les 

de les extremitats superiors que afecten el radi de l’avantbraç o el dit polze, el qual pot 

patir tant una hipoplàsia o bé un os addicional (figura 2). L’associació VACTERL 

(vertebral defects, anal atresia, tracheoesophageal fistula with esophageal atresia, 

cardiac defects, renal and limb anomalies) fa referència a anomalies vertebrals, atrèsia 

anal, fístula tràqueoesofàgica amb atrèsia de l’esòfag, anormalitats cardíaques i 

anomalies renals, la qual es diagnostica per la presència d’una combinació de mínim 3 

anomalies congènites. Aquesta associació representa un 5 % dels pacients Fanconi ja 

que en l’estudi de Alter i Rosenberg, de 2.246 pacients VACTERL reportats, 109 van 

ser Fanconi, dels quals 44 han sigut subtipats sent els més freqüents FANCB, FANCA, 

FANCD1 i FANCD2 (Alter and Rosenberg, 2013) i s’inclou un pacient reportat pel 

nostre grup l’any 2013 subtipat com a FANCQ (Bogliolo et al., 2013). D’altra banda, les 

anomalies auditives afecten les estructures de l’oïda com el pavelló auricular, el 

conducte auditiu, la membrana timpànica i la fusió dels ossos de l’oïda mitja i 

impliquen, a vegades, la pèrdua auditiva (Auerbach, 2009). En quan a les anomalies 

del tracte genital, són més freqüents en els homes i s’inclouen la criptorquídia, 

hipospàdies, testicles petits amb baixa espermatogènesis i retard de l’estat puberal. En 

canvi, en les dones, pot aparèixer l’úter unicorne o hemípter. Les anomalies 

anatòmiques del tracte gastrointestinal més habituals són l’atrèsia esofàgica amb o 

sense fístula tràqueoesofàgica, l’atrèsia duodenal i l’atrèsia anal (Eiler et al., 2008).  

Les malformacions congènites menors fan referència a les que poden passar per 

desapercebudes clínicament i, de fet, el terç de pacients que no les presenten, poden 

patir-les i no estar diagnosticats. Entre elles, s’inclouen una curta altura pre-natal i 

post-natal, baix pes al néixer, pigmentació anormal de la pell amb taques cafè amb llet, 

microcefàlia, hipoplàsia de l’eminència tènar i microftalmia (figura 2).  
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Figura 2. Característiques clíniques típiques dels pacients Fanconi: trets facials, 
alçada i taques de cafè amb llet a la pell. 

1.3.2. Disfuncions i malignitats hematològiques 

Les disfuncions hematològiques són el símptoma més característic de l’anèmia de 

Fanconi i l’aparició d’aquestes, moltes vegades, porta al diagnòstic. Es desenvolupa 

una fallada progressiva del moll de l’os amb pancitopènia, normalment iniciada per una 

trombocitopènia o leucopènia degut a una elevada apoptosi de les cèl·lules 

hematopoètiques. L’edat d’aparició de les primeres disfuncions hematològiques és 

molt variable, però el 75 % dels pacients l’experimenten durant la primera dècada de 

vida, i als 40-50 anys, la incidència acumulada estimada de la fallada del moll de l’os 

és del 90 % (Kutler et al., 2003a, Niedernhofer et al., 2005). Aquesta pancitopènia 

sovint resulta amb la mort per complicacions de la fallada del moll de l’os, infeccions 

severes o hemorràgies. Els pacients amb anèmia de Fanconi presenten una 

susceptibilitat al càncer per una elevada inestabilitat cromosòmica en els precursors 

hematopoètics, normalment afectant els cromosomes 3 i 7, associada amb la 

síndrome mielodisplàsica (myelodysplastic syndrome, MDS) i l’AML (D'Andrea and 

Grompe, 2003, Eiler et al., 2008) i als 40 anys, la incidència acumulada de patir 

malignitats hematològiques és del 33 % (Butturini et al., 1994, Kutler et al., 2003a). Per 

tal d’avaluar els recomptes cel·lulars és important fer un seguiment a partir de mostres 

del moll de l’os com també de sang perifèrica al llarg del temps ja que la fallada 

medul·lar pot aparèixer a qualsevol edat i es manifesta amb nivells anormalment 

baixos de neutròfils, plaquetes i hemoglobina, tal i com es mostra a la taula 1, on es 

poden observar els diferents graus de severitat de la fallada del moll de l’os. Cal 

destacar que les citopènies han de ser persistents i no transients o secundàries per 

altres causes com infeccions, medicacions, pèrdua de sang perifèrica o deficiències 

nutricionals (Frohnmayer et al., 2014). No obstant, en els últims 10 anys el tractament 

de les malignitats hematològiques ha millorat molt i la supervivència dels pacients s’ha 
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allargat, arribant al 70% en els donants no emparentats i al 90% en els donants 

emparentats (Farzin et al., 2007, Chaudhury et al., 2008, Huck et al., 2008). 

Taula 1. Graus d’afectació de la fallada del moll de l’os (Frohnmayer et al., 2014). 

1.3.3. Susceptibilitat a desenvolupar tumors sòlids 

Tot i que els pacients amb anèmia de Fanconi tenen una alta freqüència en 

desenvolupar malignitats hematològiques (representen un 60 % de tots els tumors), la 

inestabilitat cromosòmica també provoca que tinguin un alt risc de desenvolupar 

tumors no hematològics (40 %). De fet, el desenvolupament del càncer apareix en 

edats molt primerenques i, si superen la fallada hematològica, és molt probable que 

apareguin les malignitats. Els tumors sòlids més freqüents són els carcinomes de 

cèl·lules escamoses de coll i cap (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC), 

pell, tracte gastrointestinal i genitourinari i tenen una incidència de 500 a 700 vegades 

superiors quan es corregeix per l’edat a la població general. Com es pot observar a la 

taula 2, aquests tumors representen un 42 % dels tumors no hematològics, seguits de 

les neoplàsies de fetge (22,7 %), renals (7,6 %) i cervell (6,3 %), segons la base de 

dades més gran reportada fins el moment, el Registre Internacional de pacients amb 

anèmia de Fanconi (IFAR) de l’any 2003 (Kutler et al., 2003b, Kutler et al., 2003a). A 

més, els individus amb anèmia de Fanconi tenen un risc augmentat de patir un segon 

càncer primari en la pell i el tracte genitourinari. La neoplàsia es dona en un 25-30 % 

dels pacients, sobretot en aquells que no desenvolupen una fallada del moll de l’os 

primerenca (Alter, 2005, Eiler et al., 2008). La figura 3 mostra la incidència acumulada 

de l’edat d’aparició de la fallada hematològica, la malignitat hematològica, els tumors 

sòlids i els HNSCC. Als 40 anys, la incidència acumulada de mortalitat va ser del 80%, 

de patir una malaltia hematològica del 90 %, d’un tumor sòlid del 28 % i de patir 

HNSCC d’un 20 % (Kutler et al., 2003a). No obstant, donat els avenços en els 

protocols del trasplantament de progenitors hematopoètics dels últims anys, els 

percentatges de patir malignitats hematològiques s’han vist molt reduïts. 
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Figura 3. Incidència acumulada de la mortalitat, fallada hematològica i malignitats en 
els pacients Fanconi. A partir de 754 pacients amb anèmia de Fanconi registrats a la IFAR 

es va seguir la seva evolució i es va determinar durant els diferents anys de vida la 
incidència acumulada de la fallada hematològica, les malignitats hematològiques, els tumors 
sòlids, els HNSCC i la mortalitat total (Kutler et al., 2003a). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Taula 2. Neoplàsies identificades en els pacients Fanconi (Kutler et al., 2003a). 
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1.3.4. Endocrinopatologies 

Al voltant del 80 % dels pacients presenten una endocrinopatologia. La deficiència de 

l’hormona del creixement és la més comú i s’observa en un 53 % dels pacients, tot i 

que un 37 % també pateixen d’hipotiroidisme, un 39 % tenen una alteració del 

metabolisme de la glucosa i de la insulina, un 27 % pateixen d’obesitat i un 55 % de 

dislipèmia. El 92 % dels pacients majors d’edat tenen osteopènia o osteoporosi i el 65 

% disfunció gonadal. La infertilitat és comú en l’anèmia de Fanconi i aproximadament 

la meitat de les dones són infèrtils i pateixen de menopausa prematura tot i que 

l’alteració endocrina subjacent no ha sigut encara identificada (Wajnrajch et al., 2001, 

Giri et al., 2007).  

D’altra banda, els homes amb anèmia de Fanconi són molt poc fèrtils degut a les 

malformacions genitals i les hipoplàsies gonadals. Les endocrinopatologies estan 

presents tant en nens com en adults i cal identificar-les el més aviat possible, tenint en 

compte que els diferents tractaments per millorar la fallada hematològica, com és el 

cas dels andrògens, pot afectar el sistema endocrí dels pacients (Auerbach, 2009). 

1.4. Biologia molecular de la ruta FA/BRCA 

Les proteïnes codificades pels 22 gens Fanconi constitueixen la ruta de reparació del 

DNA FA/BRCA, i junt amb altres proteïnes de reparació, cooperen per resoldre els 

ICLs durant la fase S del cicle cel·lular, per tal de mantenir l’estabilitat genòmica. A la 

taula 3, es mostra un resum de tots els gens identificats i la freqüència amb la que es 

troben mutats en els pacients. Tanmateix, hi ha pacients que no tenen cap dels gens 

anteriors mutats i per tant, encara hi ha gens involucrats que estan per identificar. 
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Compl. 
group 

Estim. 
frequency 

Gene 
name 

Gene alias 
Chrom. 
position 

Protein 
M.W. (kDa) 

References 

A 60-70 FANCA 
 

16q24.3 162,7 (Lo Ten Foe et al., 1996) 

B rare FANCB FAAP95 Xp22.2 97,7 (Meetei et al., 2004) 

C 10-15 FANCC 
 

9q22.3 63,4 (Strathdee et al., 1992) 

D1 1-5 FANCD1 BRCA2 13q12.3 384,2 (Howlett et al., 2002) 

D2 1-5 FANCD2 
 

3p25.3 164,1 (Timmers et al., 2001) 

E rare FANCE 
 

6p21.3 58,7 (de Winter et al., 2000b) 

F rare FANCF 
 

11p15 42,2 (de Winter et al., 2000a) 

G 10-15 FANCG XRCC9 9p13.3 68,5 (de Winter et al., 1998) 

I rare FANCI 
 

15q26.1 149,3 
(Smogorzewska et al., 

2007) 

J rare FANCJ 
BACH1; 

BRIP1 
17q22.2 140,9 

(Levitus et al., 2005, 

Levran et al., 2005) 

L rare FANCL 
 

2p16.1 42,9 (Meetei et al., 2003) 

M rare FANCM 
 

14q21.2 232,2 (Meetei et al., 2005) 

N rare FANCN PALB2 16p12.12 131,3 
(Reid et al., 2007, Xia et 

al., 2007) 

O rare FANCO RAD51C 17q22 42,2 (Vaz et al., 2010) 

P rare FANCP SLX4 16p13.3 200 (Kim et al., 2011) 

Q rare FANCQ ERCC4; XPF 16p13.12 104,5 (Bogliolo et al., 2013)  

R rare FANCR RAD51 15q15.1 37 (Wang et al., 2015)  

S rare FANCS BRCA1 17q21 207,7 (Sawyer et al., 2015) 

T rare FANCT UBE2T 1q32.1 22,5 (Hira et al., 2015) 

U rare FANCU XRCC2 7q36.1 31,9 (Park et al., 2016) 

V rare FANCV REV7 1p36.22 24,3 (Bluteau et al., 2016) 

W rare FANCW RFWD3 16q23.1 85 (Knies et al., 2017) 

Taula 3. Gens implicats en la ruta FA/BRCA. 

La ruta FA/BRCA es pot dividir en tres etapes diferents: (1) etapa anterior a l’activació 

del complex FANCD2/FANCI (complex ID), (2) etapa de formació del complex ID i (3) 

etapa posterior a la monoubiquitinació del complex ID. Com es pot veure en la divisió 

d’aquestes etapes de la ruta, un esdeveniment central regulador és la 

monoubiquitinació del complex heterodimèric ID sobre el lloc del dany. Aquest 

esdeveniment permet classificar les proteïnes implicades en la ruta que apareixen 

aigües amunt (upstream) de la modificació post-traduccional, involucrades en la 
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detecció i la senyalització del dany al DNA, el propi complex ID que fa de transductor 

de la senyal i les proteïnes que intervenen aigües avall (downstream), que tenen un 

paper efector en la reparació del dany (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 4. Representació esquemàtica de les proteïnes involucrades en la ruta 
FA/BRCA (Gallmeier and Kern, 2007).  

1.4.1. Fase prèvia a l’activació del complex ID  

Les proteïnes upstream FANCA, B, C, E, F, G, L, M, FAAP20 i FAAP100 formen un 

gran complex nuclear, anomenat complex central Fanconi. Quan hi ha dany al DNA 

amb la presència d’ICLs (figura 5A), aquest complex és reclutat a la cromatina on 

interactua amb UBE2T/FANCT, que està localitzat a la cromatina de manera 

constitutiva (Gurtan and D'Andrea, 2006, Alpi et al., 2007). Estudis recents han 

identificat 3 mòduls diferents en el complex central: el mòdul FANCB-FANCL-

FAAP100, el qual aporta l’activitat catalítica essencial de la monoubiquitinació, i els 

mòduls FANCA-FANCG-FAAP20 i FANCC-FANCE-FANCF, les funcions dels quals 

encara no estan del tot aclarides (Huang et al., 2014, Rajendra et al., 2014). La 

subunitat FANCM inicia la ruta FA/BRCA (figura 5B) formant un complex heterodimèric 

amb FAAP24, FAAP16/MHF1 i FAAP10/MHF2. Les proteïnes MHF1 i MHF2 mantenen 

l’associació estable entre FANCM i la cromatina i augmenten l’activació eficient de la 

via (Singh et al., 2010, Yan et al., 2010). Aquest complex juga múltiples papers en 

l’activació de la via de reconeixement de la lesió del DNA ja que recluta el complex 

central Fanconi a la cromatina (Ciccia et al., 2007, Kim et al., 2008, Singh et al., 2010, 

Coulthard et al., 2013), estabilitza la forquilla de replicació bloquejada i inicia la 



Introducció 11 
 

senyalització per ATR (Ciccia et al., 2007, Collis et al., 2008, Schwab et al., 2010). El 

complex central Fanconi i UBE2T/FANCT constitueixen una multi-subunitat activa del 

complex enzimàtic E2/E3 d’ubiquitinació. El domini RING que conté FANCL funciona 

com la ubiquitina lligasa E3, mentre que UBE2T/FANCT funciona com l’enzim 

d’ubiquitinació E2 (Meetei et al., 2003, Machida et al., 2006, Alpi et al., 2008). 

Recentment també s’ha descrit que la proteïna UHRF1 reconeix i interacciona 

directament amb els ICLs i aquesta unió amb el DNA és necessària pel reclutament de 

FANCD2 al lloc del dany (Liang et al., 2015, Tian et al., 2015). 

L’activació de la ruta està controlada per la proteïna ATR ja que desencadena el 

procés de reparació del DNA i l’activació del punt de control del cicle cel·lular. La 

presència de zones de DNA monocadena en les forquilles de replicació bloquejades 

provoca que ATR, o la seva cinasa efectora CHK1, fosforili un gran nombre de 

substrats. Aquests substrats inclouen FANCD2, I, A, E i G (Zou and Elledge, 2003, 

Pichierri and Rosselli, 2004, Qiao et al., 2004, Smogorzewska et al., 2007, Wang et al., 

2007, Ishiai et al., 2008, Collins et al., 2009, Moldovan and D'Andrea, 2009). A mesura 

que avança la recerca, es troben noves cinases i substrats susceptibles de ser 

fosforilats i regulats en aquesta ruta, com és el cas de la fosforilació de FANCD2 per 

ATM (Ho et al., 2006), o bé, la fosforilació de BRCA2 per cinases depenents de 

ciclines, necessària per la reparació per recombinació homòloga (Esashi et al., 2005). 

1.4.2. Activació del complex ID  

Les proteïnes FANCD2 i FANCI són el nexe entre el sistema de detecció i la 

senyalització del dany i els mecanismes de reparació. La proteïna FANCD2 va ser 

identificada l’any 2001 per Timmers i col·laboradors i la proteïna FANCI, 6 anys més 

tard, gràcies a l’homologia que presenta amb FANCD2 (Timmers et al., 2001, Sims et 

al., 2007, Smogorzewska et al., 2007).  

El complex central catalitza la segona fase de la ruta, la conjugació d’una única 

ubiquitina tant a la K561 de FANCD2 i a la K523 de FANCI (Garcia-Higuera et al., 

2001, Sims et al., 2007, Smogorzewska et al., 2007, Cole et al., 2010, Garner and 

Smogorzewska, 2011) (figura 5C). Aquest complex dinàmic es mou dins i fora de la 

cromatina segons si està monoubiquitinat o no (Montes de Oca et al., 2005). Cal tenir 

en compte que la monoubiquitinació del complex ID només es dona durant la fase S 

del cicle cel·lular, quan es detecten forquilles de replicació bloquejades, ja sigui per la 

presència d’ICLs causats per agents com la mitomicina C (MMC) o perquè s’han 

format espontàniament per trencaments de doble cadena del DNA (double strand 
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break, DSB). La ruta es regula per la fosforilació i degradació de FANCM durant les 

altres fases del cicle cel·lular, el que impedeix la localització del complex central 

Fanconi a la cromatina (Kee et al., 2009). La ubiquitina és una proteïna de 76 

aminoàcids que s’uneix covalentment post-traduccionalment a les proteïnes diana. La 

monoubiquitina funciona com una senyal molecular que regula diferents processos 

cel·lulars incloent les proteïnes diana per distingir localitzacions subcel·lulars i les 

interaccions entre proteïnes (Hicke, 2001). La fosforilació del complex ID permet que 

pugui ser ubiquitinat i localitzar-se al lloc de la lesió del DNA formant foci nuclears, on 

coordina activitats reparadores dels ICLs junt amb les proteïnes Fanconi downstream. 

Els foci nuclears són estructures de reparació que contenen altres factors de reparació 

del DNA, tals com ATR, PCNA, NBS1, RAD51, CHK1 i -H2AX. Aquests factors 

cooperen amb la ruta Fanconi aturant el cicle cel·lular, de manera que preserven 

l’estabilitat genòmica (Andreassen et al., 2004, Wang et al., 2007, Moldovan and 

D'Andrea, 2009). La localització de FANCD2 en el lloc del dany depèn del complex 

central Fanconi, d’ATR i de la interacció de BRCA1 amb la forma fosforilada de la 

histona H2AX (H2AX) (Bogliolo et al., 2007). No obstant, no està clar com està regulat 

el complex ID i quines funcions té respecte les proteïnes monomèriques. Estudis 

recents mostren que aquest complex es forma independentment del complex central i 

de la proteïna ATR, i que l’activació de la via provoca la seva dissociació un cop són 

ubiquitinades les proteïnes, assumint cadascuna funcions diferenciades (Sareen et al., 

2012, Chaudhury et al., 2013). 

1.4.3. Fase posterior a l’activació del complex ID 

Durant la fase final de la reparació d’ICL, les proteïnes Fanconi downstream 

BRCA2/FANCD1, BRIP1/FANCJ, PALB2/FANCN, RAD51C/FANCO, BRCA1/FANCS, 

RAD51/FANCR i XRCC2/FANCU funcionen cooperativament per reparar el dany. La 

proteïna FANCD2 ubiquitinada (FANCD2-Ub) recluta diferents proteïnes tals com la 

nucleasa FAN1 i SLX4/FANCP en el lloc de la lesió de l’ICL. SLX4/FANCP, alhora, 

recluta les nucleases XPF/FANCQ-ERCC1 i MUS81-EME1 amb la finalitat d’iniciar la 

incisió nucleotídica a 5’ i 3’, respectivament (Crossan and Patel, 2012) (figura 5D), 

promovent el desenganxament de l’ICL. Aquest desenganxament provoca un DSB on 

hi havia la forquilla de replicació bloquejada, que permet a REV1, REV7/FANCV i la 

polimerasa  travessar la lesió i restaurar la cadena naixent per síntesi de translesió 

del DNA (translesion synthesis, TLS) (Bluteau et al., 2016) (figura 5E). Tot i que no 

està del tot aclarit, l’adducte produït per l’ICL podria ser reparat per escissió de 

nucleòtids (nucleotide excision repair, NER) (Moldovan and D'Andrea, 2009). D’altra 
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banda, el DSB resultant és reparat per recombinació homòloga (homologous 

recombination, HR) gràcies a que FANCN interacciona i estabilitza FANCD1, reclutant-

la cap a la cromatina, mentre que FANCD2 interacciona amb FANCD1 i organitza els 

foci en resposta al dany. Per tal de reparar el DSB, cal que hi hagi una resecció en el 

DNA que el deixa en cadena senzilla (ssDNA), el qual és ràpidament protegit per la 

proteïna RPA. La proteïna E3 lligasa RFWD3, el producte de l’últim gen Fanconi 

reportat (Knies et al., 2017), ubiquitina la proteïna RPA com a resposta a les forquilles 

de replicació bloquejades (Elia et al., 2015) per tal de que es pugui donar la HR. D’altra 

banda, FANCJ interacciona amb BRCA1 i s’encarrega de regular el punt de control 

depenent d’ATR (Gong et al., 2010). Les proteïnes BRCA2/FANCD1, PALB2/FANCN i 

RAD51C/FANCO faciliten la funció de RAD51/FANCR que substitueix RPA en el 

ssDNA formant filaments de nucleoproteïna en el 5’-3’ on es catalitza l’aparellament 

homòleg i la invasió de cadena i el buit és omplert per les DNA polimerases 

replicatives (figura 5F) (Boulton, 2006, Suwaki et al., 2011, Park et al., 2014). 

Finalment, el complex ID és desubiquitinat pel complex USP1/UAF1 per tal d’inactivar i 

reciclar la via funcional (Nijman et al., 2005, Cohn et al., 2007) (figura 5G).  

Cal tenir en compte que la HR és un procés conservatiu sense error on el DNA és 

reparat utilitzant la cadena motlle, típicament de la cromàtide germana (Haber, 2000, 

Mazon et al., 2010) però la disrupció de la ruta FA/BRCA provoca una HR defectuosa i 

un increment de la ruta de reparació d’unió d’extrems no homòlegs (non-homologous 

end joining, NHEJ), no lliure d’errors (Adamo et al., 2010, Lieber and Wilson, 2010, 

Pace et al., 2010).  
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Figura 5. La ruta FA/BRCA. A) Dues forquilles de replicació convergeixen en l’ICL que 

uneix covalentment les dues cadenes de DNA. B) El complex FANCM-FAAP24-MHF1/2 
reconeix la forquilla de replicació bloquejada i recluta el complex central Fanconi en la regió 
del dany. FANCM inicia la resposta depenent d’ATR, CHK1 i altres cinases, que fosforilen 
múltiples proteïnes Fanconi per tal de coordinar, junt amb el complex central, la correcta 
ubiquitinació del complex heterodimèric ID (Kim and D'Andrea, 2012). C) El complex central 
monoubiquitina FANCD2-FANCI amb la lligasa d’ubiquitina E3 (FANCL), i el complex ID és 
reclutat a la lesió del DNA (Kim and D'Andrea, 2012). D) FANCD2-Ub recluta múltiples 
nucleases per coordinar les incisions nucleotídiques que flanquegen els ICLs. FANCP/SLX4 
i FANCD2 interaccionen amb les nucleases ERCC1-XPF, MUS81-EME1 i FAN1. E) Es 
promou el tall per les nucleases i es desenganxa ICL. Polimerases específiques travessen 
la lesió per TLS. F) La incisió crea un DSB que és reparat per HR. Les proteïnes 
downstream promouen a RAD51 perquè resolgui els intermediaris recombinants per HR. La 

reparació NER elimina els adductes i omple el gap. G) El complex USP1-UAF1 treu la 
monoubiquitina de FANCD2-I i s’inactiva la via (Kim and D'Andrea, 2012). 
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1.5. Fenotip de les cèl·lules Fanconi 

Tot i que els pacients amb anèmia de Fanconi presenten una gran variabilitat a nivell 

molecular, el fenotip de les cèl·lules és uniforme i únic en tots els grups de 

complementació. Les cèl·lules dels pacients tenen una característica principal que és 

l’absència de reparació dels ICLs i es caracteritzen, per tant, per tenir una alta 

hipersensibilitat als agents inductors d’aquests. També, tal i com es mostra a la figura 

6, s’ha vist que les cèl·lules Fanconi pateixen d’inestabilitat cromosòmica i de disfunció 

telomèrica, presenten una sobreproducció excessiva de citocines, apoptosi, 

transformació cel·lular i defectes en la reprogramació cel·lular, tenen alteracions en el 

cicle cel·lular i són sensibles al dany oxidatiu i als aldehids (Bogliolo and Surralles, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 6. Fenotip cel·lular de les cèl·lules Fanconi (Bogliolo and Surralles, 2015). 

1.5.1. Fragilitat cromosòmica 

Les cèl·lules Fanconi pateixen una elevada fragilitat cromosòmica, tant espontània 

com induïda pels agents inductors d’ICLs, sent un marcador citogenètic pel diagnòstic 

de la malaltia. La inestabilitat cromosòmica és majoritàriament de tipus cromatídic, el 

que inclou intercanvis entre cromàtides durant la fase S del cicle cel·lular. Tal i com es 

mostra a les figures 7A i 7B, els trencaments de doble cadena donen lloc a 
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trencaments cromatídics i la mala reparació pot provocar la formació de figures 

cromosòmiques o radials (triradials i tetraradials) (Joenje and Patel, 2001). 

 

           A               B 
 

 

 

 

Figura 7. Fragilitat cromosòmica en les cèl·lules Fanconi. A) La mala reparació dels 

trencaments cromatídics pot donar lloc a figures radials (Joenje and Patel, 2001). B) 
Cariotip de cèl·lules d’un pacient Fanconi exposades al tractament amb DEB on s’observa 
la presència de trencaments cromosòmics (fletxes negres) i figures radials (fletxes grises) 
(imatge obtinguda al laboratori). 

1.5.2. Hipersensibilitat als agents inductors d’ICLs 

La fragilitat cromosòmica espontània que patien les cèl·lules Fanconi va fer que 

s’estudiés el seu comportament a l’exposició dels agents inductors d’ICLs, com la 

MMC, el DEB, el cisplatí, el melfalan o la ciclofosfamida, i es va veure que les cèl·lules 

de tots els pacients eren sensibles, independentment del seu subtipus genètic. 

Aquesta sensibilitat és depenent de la dosi i redueix la supervivència cel·lular (figura 8) 

(Oostra et al., 2012). Els ICLs són una lesió que uneix covalentment les dues cadenes 

que conformen la doble hèlix del DNA i aquesta lesió impedeix la seva separació 

durant els processos vitals de replicació i transcripció. Per tant, són lesions que tenen 

una major citotoxicitat en les cèl·lules proliferatives. La sensibilitat d’aquestes cèl·lules 

s’explica perquè al tenir la ruta de reparació FA/BRCA deficient, quan les cèl·lules 

entren en la fase de replicació i hi ha presència d’ICLs en el DNA, es produeixen 

trencaments de doble cadena. En el mecanisme de resolució d’aquests trencaments 

intervenen vàries rutes de reparació, entre elles la via FA/BRCA, que al ser 

defectuosa, provoca que les cèl·lules es reparin malament (De Silva et al., 2000, 
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Niedernhofer et al., 2004). L’alta sensibilitat d’aquests pacients als ICLs impedeix el 

tractament dels càncers mitjançant fàrmacs quimioterapèutics genotòxics inductors 

d’ICLs. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Anàlisi de supervivència cel·lular en pacient Fanconi sensible (S) a la MMC 
respecte pacient sa resistent (R) (Joenje and Patel, 2001). 

1.5.3. Alteracions del cicle cel·lular 

Les cèl·lules Fanconi mostren una parada del cicle cel·lular en fase G2/M de manera 

espontània similar en comparació amb les cèl·lules sanes però aquesta parada 

s’intensifica quan es tracten amb els agents inductors d’ICLs. Es pot detectar per 

citometria de flux i és una tècnica que s’utilitza com a eina d’ajuda per confirmar el 

diagnòstic d’aquesta malaltia. En la figura 9 es pot veure l’elevada freqüència de 

cèl·lules aturades en fase G2/M després del tractament amb MMC en comparació amb 

un pacient sa.  

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Anàlisi del cicle cel·lular per citometria de flux de fibroblasts primaris 
Fanconi i sans. S’observa una aturada en la fase del cicle G2/M en les cèl·lules Fanconi 
tractades amb MMC (resultats obtinguts al laboratori).  
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1.5.4. Sensibilitat a fonts de dany endogen, el dany oxidatiu i els aldehids 

El fenotip de les cèl·lules Fanconi és molt divers i no es pot explicar únicament per 

l’exposició als agents inductors d’ICLs ja que els pacients pateixen anomalies 

congènites, defectes hematològics i predisposició al càncer sense estar exposats a 

aquests agents en el medi ambient durant la seva vida quotidiana. Les proteïnes 

Fanconi responen a fonts de dany o estrés replicatiu endògens de la pròpia cèl·lula, 

com per exemple ICLs formats per productes de la peroxidació de lípids o l’estrès 

replicatiu (Scharer, 2005, Grillari et al., 2007). Les espècies reactives d’oxigen 

(reactive oxygen species, ROS) són una varietat de molècules i radicals lliures derivats 

de l’oxigen molecular, el qual pot ser reduït per generar molècules intermediàries 

estables. Els organismes aeròbics utilitzen l’oxigen pel metabolisme, el qual 

inevitablement genera ROS. El ROS és altament reactiu i causa modificacions 

oxidatives en les biomolècules com el DNA, les proteïnes i els lípids i tant els sucres 

com les bases nitrogenades són susceptibles a oxidar-se causant modificacions com 

la 8-oxoguanosina, trencaments de cadena senzilla i enllaços entre proteïnes. Aquests 

trencaments de cadena senzilla, si succeeixen en cadenes oposades del DNA, poden 

ser convertits en DSBs durant la replicació (Pang and Andreassen, 2009). El primer 

estudi que va observar la hipersensibilitat de les cèl·lules Fanconi al ROS va ser el de 

Joenje i col·laboradors, on van observar que la freqüència de trencaments 

cromosòmics dels limfòcits T variava en funció de la tensió d’oxigen en l’ambient 

(Joenje et al., 1981). Aquesta observació es va confirmar posteriorment per dos grups 

que van comprovar que els fibroblasts primaris i les cèl·lules primàries del moll de l’os 

creixien millor en condicions d’hipòxia respecte en l’aire ambiental (Schindler and 

Hoehn, 1988, Cohen-Haguenauer et al., 2006). En els últims anys, la hipersensibilitat a 

l’estrès oxidatiu s’ha documentat en diversos estudis, els quals utilitzen línies primàries 

i immortalitzades derivades de pacients Fanconi, com també, models murins Fanconi 

(Kruyt et al., 1998, Hadjur et al., 2001, Futaki et al., 2002, Park et al., 2004, 

Saadatzadeh et al., 2004, Pagano et al., 2005, Cohen-Haguenauer et al., 2006). Un 

dels estudis va utilitzar ratolins Fancc-/- i Superòxid dismutasa-/- (superoxide dismutase, 

SOD) i van observar que els ratolins doble mutants patien d’hipocel·lularitat en el moll 

de l’os, però aquesta no es va detectar en el mutant únicament de Fancc-/- (Hadjur et 

al., 2001). D’altra banda, el grup de Saadatzadeh i col·laboradors va demostrar que els 

progenitors hematopoètics i els fibroblasts embrionaris dels ratolins Fancc-/- patien 

hipersensibilitat a l’estrès oxidatiu generat pel peròxid d’hidrogen i per tant, van 

determinar que l’estat redox alterat dels progenitors hematopoètics implica una baixa 

proliferació i supervivència (Saadatzadeh et al., 2004).  
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També s’ha vist que les proteïnes Fanconi estan involucrades en el manteniment de 

l’estat d’homeòstasi redox durant el metabolisme oxidant ja que les proteïnes FANCA, 

FANCC i FANCG, les quals pertanyen al complex central Fanconi, estan associades a 

factors cel·lulars que tenen una funció en processos redox. Per exemple, en 

concordança amb l’estudi dels ratolins Fancc-/-, hi ha estudis que descriuen que la 

proteïna FANCC interacciona amb el NADPH-citocrom P450 reductasa i la glutatió S-

transferasa P1-1 (Kruyt et al., 1998, Cumming et al., 2001), dos enzims implicats en 

detoxificar els reactius intermediaris, incloent el ROS. D’altra banda, la proteïna 

FANCG interacciona amb el citocrom P450 2E1, un membre de la superfamília P450 

que està associat amb la producció d’intermediaris reactius d’oxigen i amb l’enzim 

antioxidant peroxiredoxina mitocondrial (Futaki et al., 2002, Mukhopadhyay et al., 

2006), suggerint un possible paper de FANCG en la protecció contra el dany oxidatiu 

del DNA. A més a més, el factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha, 

TNF-α) juga un paper important en la progressió de la malaltia i les malignitats 

hematològiques. Estudis que utilitzen ratolins Fanca-/-, Fancc-/- i Fancg-/- suggereixen 

que les cèl·lules Fanconi tenen hipersensibilitat a les senyals apoptòtiques com el 

TNF-α (Lensch et al., 1999, Bijangi-Vishehsaraei et al., 2005, Kennedy and D'Andrea, 

2005), i que la sobreproducció de citocines proinflamatòries com la interleucina 6 (IL-6) 

i l’interferó gamma (IFN-γ) impliquen un elevat estrés oxidatiu que provoca canvis 

fisiològics com el desenvolupament de la fallada del moll de l’os i la leucèmia (Li et al., 

2005, Li et al., 2007).  

En canvi, els estudis del grup de Patel i col·laboradors es centren en els aldehids com 

a font de dany endogen en el DNA, els quals són compostos orgànics molt reactius 

produïts pel metabolisme cel·lular i els proposen com a causants del fenotip clínic de 

l’anèmia de Fanconi, ja que la seva acumulació és especialment tòxica sobretot per la 

fallada hematològica que pateixen els pacients. És conegut que les línies cel·lulars 

Fanconi són hipersensibles a l’acetaldehid exogen (Marietta et al., 2009), i és per això, 

que aquest grup es va centrar en estudiar quin paper tenia l’acetaldehid en un context 

fisiològic. L’acetaldehid intracel·lular és eliminat per l’acció de diferents enzims, 

incloent vàries deshidrogenases d’aldehids (King and Holmes, 1998, Pappa et al., 

2003), oxidases d’aldehids (Riveros-Rosas et al., 1997) i el citocrom p450 (Kunitoh et 

al., 1997) i uns anys més tard, es van generar ratolins Fancd2-/- en combinació amb 

l’enzim Aldehid deshidrogenasa-/- (aldehyde dehydrogenase 2, Aldh2), pel paper que té 

en el catabolisme de l’acetaldehid en els humans (Langevin et al., 2011). En aquest 

estudi van demostrar que en absència de la ruta FA/BRCA, tant per la mare com pels 

fetus, va ser essencial l’enzim Aldh2 pel desenvolupament dels embrions en l’úter ja 
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que si l’acetaldehid no és catabolitzat es difon per les membranes de la placenta. 

També, van observar que aquests ratolins dobles mutants no eren sans, ja que als 3-6 

mesos de vida havien patit una ràpida pèrdua de pes, tenien predisposició a patir 

leucèmia aguda i van ser molt susceptibles als efectes tòxics de l’etanol, una font 

exògena d’acetaldehid. L’any 2012, l’estudi de Garaycoechea i col·laboradors va 

demostrar que els ratolins doble mutants que no van desenvolupar una leucèmia 

espontània, van desenvolupar una anèmia aplàsica, un marcador clínic conegut en els 

humans però no observat en els ratolins Fanconi fins el moment i, per tant, que les 

cèl·lules hematopoètiques mare i progenitores requereixen l’enzim Aldh2 per la 

protecció de la toxicitat de l’acetaldehid (Garaycoechea et al., 2012). No obstant, és 

important destacar que l’acetaldehid no és generat de manera endògena per les 

cèl·lules a diferència del formaldehid, que és l’aldehid reactiu més simple, i a més és 

conegut que ataca el DNA. Aquest mateix grup va intentar generar una línia cel·lular 

de pollastre doble mutant per l’enzim Alcohol deshidrogenasa 5, (alcohol 

dehydrogenase 5, Adh5) codificada pel gen Adh5, el qual destoxifica el formaldehid, i 

d’una proteïna de la ruta FA/BRCA. Mentre que la línia Adh5-/- sí que es va obtenir, no 

es va aconseguir el doble mutant Fancd2-/- ni Fancl-/-, pel que van demostrar de dues 

maneres independents que la inactivació del catabolisme del formaldehid va resultar 

en una letalitat sintètica tant per la proteïna upstream Fancl com per la proteïna 

downstream Fancd2 de la ruta FA/BRCA. Per tant, el requeriment de l’enzim Adh5 

contrasta amb el prèviament descrit d’Aldh2, el qual la seva absència no va ser 

sintèticament letal i, per tant, conclouen que el formaldehid endogen sembla ser més 

potent genotòxicament que l’acetaldehid (Rosado et al., 2011). 

1.5.5. Manca de monoubiquitinació de FANCD2 

Tal i com s’ha esmentat en la biologia molecular de la ruta FA/BRCA, el complex 

central Fanconi catalitza la conjugació de dues ubiquitines al complex ID durant la fase 

S del cicle cel·lular quan es detecten forquilles de replicació bloquejades, i aquest 

complex format per les proteïnes FANCD2-FANCI monoubiquitinades es localitza al 

lloc de la lesió del DNA formant foci nuclears, on coordina activitats reparadores dels 

ICLs junt amb les proteïnes Fanconi downstream. És molt comú estudiar per Western 

blot (WB) si la proteïna FANCD2 pot ser monoubiquitinada o no després del tractament 

amb un agent inductor d’ICLs, per tal d’identificar alteracions en els gens que 

conformen la ruta FA/BRCA (figura 10). Si FANCD2 no pot ser monoubiquitinada, 

implica que cal estudiar els gens que estan upstream a la ruta, i, en canvi, si pot ser 
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monoubiquitinada i hi ha sospita que la ruta FA/BRCA està alterada, cal estudiar els 

gens que es troben downstream a la fase d’activació del complex.  

 

 

 
Figura 10. Absència de monoubiquitinació de FANCD2 (banda superior marcada amb 
un asterisc) en les cèl·lules Fanconi detectada per WB (Soulier, 2011) 

1.5.6. Disfunció telomèrica 

Els telòmers juguen un paper important en mantenir l’estabilitat genòmica i la 

individualitat dels cromosomes lineals (Greider, 1996, Blasco et al., 1999, Hande et al., 

1999) i són una part molt important per garantir la viabilitat dels organismes i la 

funcionalitat del sistema hematopoètic (Lee et al., 1998, Herrera et al., 1999). Els 

telòmers estan constituïts per seqüències repetides de TTAGGG associades a un gran 

nombre de proteïnes telomèriques, com el TRF2, el qual és un factor preventiu de les 

fusions dels extrems dels cromosomes. S’ha reportat que els pacients Fanconi 

pateixen un escurçament dels telòmers tot i que no es coneixen els mecanismes 

moleculars implicats (Leteurtre et al., 1999, Hanson et al., 2001, Callen et al., 2002a). 

Es pensa que és degut a l’excés de proliferació de les cèl·lules hematopoètiques que 

sobreviuen. Una altra explicació podria ser que les cèl·lules Fanconi tenen una alta 

tendència a patir trencaments cromosòmics, el que implica dràsticament un 

escurçament dels telòmers. L’estudi de Joksic i col·laboradors va demostrar que els 

limfòcits FANCD2-/- patien anormalitats telomèriques com l’escurçament prematur dels 

telòmers, una incrementada recombinació telomèrica i formació d’estructures 

telomèriques aberrants (Joksic et al., 2012) i un estudi del nostre grup va mostrar que 

els limfòcits T tenien molt afectada la integritat telomèrica ja que van observar un 

elevat percentatge de trencaments en les seqüències telomèriques, un escurçament 

replicatiu durant la proliferació dels limfòcits i una alta freqüència de fusions dels 

extrems cromosòmics (Callen et al., 2002a). 

1.6. Diagnòstic 

El diagnòstic ràpid de l’anèmia de Fanconi és molt important per tal de tractar 

adequadament l’aparició de l’anèmia aplàsica, l’AML o el MDS i també pel consell 

genètic de les famílies. L’anèmia de Fanconi es pot sospitar en individus que 

presenten unes característiques clíniques determinades i és important realitzar un 

G1: 74,8 % 
G2/M: 15 % 

G1: 80,6 % 
G2/M: 11,9 % 

NON FA FA 
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examen físic exhaustiu per tal de no passar per alt cap d’ella. Com ja s’ha comentat 

anteriorment, un 75 % dels individus afectats pateixen una curta altura pre-natal i/o 

post-natal, pigmentació de la pell anormal (taques cafè amb llet, hipopigmentació), 

malformacions esquelètiques (hipoplàsia de polze i radi), microcefàlia, anomalies 

oftàlmiques i/o anomalies del tracte genitourinari (Mehta and Tolar, 1993). També, es 

pot sospitar d’anèmia de Fanconi quan es determina en el laboratori macrocitosis, 

hemoglobina fetal incrementada (habitualment precedeix a l’anèmia) i/o citopènia 

(especialment trombocitopènia, leucopènia i neutropènia). No obstant, aquestes 

anomalies físiques i hematològiques es poden presentar en altres malalties i és 

important també realitzar un estudi dels antecedents familiars amb un arbre 

genealògic. És per això que un diagnòstic precoç permet fer un seguiment clínic del 

pacient que, en cas d’aparició primerenca de tumors com els HNSCC, els quals són 

molt freqüents, suposaria un tractament adequat evitant la quimioteràpia o la radiació, 

la qual té una toxicitat molt alta amb conseqüències molt perjudicials en els pacients 

Fanconi.  

Les recomanacions del diagnòstic de l’anèmia de Fanconi es van establir al 2013 en 

una conferència consens (Frohnmayer et al., 2014) i es basen en la realització del test 

citogenètic de limfòcits de sang perifèrica cultivats in vitro amb el tractament de DEB, 

que és una droga citostàtica que indueix ICLs en el DNA, durant 48 hores. Si els 

resultats són normals o inconclusius i es sospita de mosaïcisme (apartat 1.5.1), es pot 

realitzar un test alternatiu utilitzant fibroblasts de pell. Altres tècniques diagnòstiques 

complementàries que es realitzen són l’anàlisi de la parada del cicle cel·lular per 

citometria de flux on es tracten les cèl·lules amb MMC durant 72 hores i, com a resultat 

de l’acumulació de dany i de la incapacitat de les cèl·lules Fanconi a reparar-lo, 

augmenta la fase G2/M del cicle cel·lular. També es pot determinar l’activació de la 

ruta FA/BRCA a través de l’estudi de la monoubiquitinació de FANCD2 per WB, el qual 

depenent del resultat pot aportar informació de si la proteïna alterada es troba 

upstream o downstream de la ruta FA/BRCA.  

Una tècnica que es va utilitzar molt en la recerca pel descobriment de gens Fanconi i 

que actualment està en desús és el subtipatge per complementació utilitzant vectors 

retrovirals, els quals contenen el cDNA dels diferents gens Fanconi i es transdueixen 

en les cèl·lules d’estudi per tal de veure en quin cas es corregeix la sensibilitat de les 

cèl·lules a la MMC amb assajos de viabilitat cel·lular (Hanenberg et al., 2002, Antonio 

Casado et al., 2007).  
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El diagnòstic es confirma amb la identificació o bé, de variants bial·lèliques 

patogèniques en un dels 20 gens identificats com a causants d’anèmia de Faconi amb 

herència autosòmica recessiva, o bé, la variant hemizigòtica patogènica en el gen 

FANCB, identificada com a causant d’anèmia de Fanconi lligada al cromosoma X, o 

bé, la variant heterozigòtica patogènica del gen RAD51, identificada com a causant 

d’anèmia de Fanconi autosòmica dominant. Antigament la seqüenciació es realitzava 

per Sanger, on s’amplificaven zones codificants dels diferents gens i després es 

seqüenciaven els fragments de PCR generats. Una altra tècnica utilitzada és 

l’amplificació múltiple depenent de lligació (multiplex ligation-dependent probe 

amplification, MLPA), que permet detectar en una mateixa reacció còpies anormals de 

vàries seqüències genòmiques diferents i que ha sigut molt útil per detectar grans 

delecions i duplicacions d’exons (Gille et al., 2012). D’altra banda, les noves tècniques 

de seqüenciació han avançat molt en els últims anys i destaquen el diagnòstic per 

seqüenciació de l’exoma (whole-exome sequencing, WES) i seqüenciació del genoma 

(whole-genome sequencing, WGS). Aquests tests genòmics més amplis poden 

proporcionar o suggerir un diagnòstic prèviament no considerat com per exemple 

mutacions en gens diferents o gens que resulten en un fenotip clínic similar. 

L’existència de bases de dades internacionals de mutacions o variants permet 

comparar-les per tal de veure si les variants són freqüents en la població o si ja s’ha 

trobat en altres pacients i així considerar els canvis com a polimorfismes (1 sol 

nucleòtid) o mutacions patogèniques. El diagnòstic també es pot abordar amb la 

realització de panells multigens que incloguin els 22 gens Fanconi, com també altres 

gens d’interès per tal d’obtenir un diagnòstic molt ràpid i més barat respecte la 

seqüenciació de tot el genoma o exoma. 

1.6.1. Mosaïcisme per reversió somàtica 

El mosaïcisme somàtic afecta un 15-25 % dels pacients Fanconi i apareix quan una 

única cèl·lula progenitora hematopoètica reverteix de manera espontània la mutació en 

el gen Fanconi d’un dels dos al·lels afectats i, per tant, reverteix el fenotip cel·lular 

convertint-se en una cèl·lula normal o sana. Aquest fenomen només s’ha observat en 

el teixit hematopoètic, on l’alta proliferació cel·lular és necessària per la colonització 

del moll de l’os. Aquesta cèl·lula guanya un avantatge proliferatiu ja que pot fer front a 

la sensibilitat del DNA als potencials ICLs generats pel metabolisme endogen i 

s’expandeix clonalment i colonitza el moll de l’os del pacient. El mosaïcisme somàtic 

es detecta en els pacients Fanconi quan són diagnosticats amb el test de fragilitat 

cromosòmica utilitzant mostres de sang perifèrica i apareixen dues poblacions 
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diferents, una que presenta trencaments cromatídics corresponent a la població no 

revertida i l’altra sense trencaments que correspon a la població revertida (figura 11). 

La reversió original de la mutació es pot produir en la cèl·lula mare on els recomptes 

hematopoètics del pacient tornen als nivells normals o en una cèl·lula més 

diferenciada dels llinatges hematopoètics (Lo Ten Foe et al., 1997, Castella et al., 

2011b).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Fragilitat cromosòmica induïda pel DEB en cèl·lules no Fanconi (verd), 
Fanconi mosaics (blau i negre) i Fanconi (vermell). El gràfic s’expressa en el % de 

cèl·lules aberrants en l’eix de les coordenades i trencaments cromosòmics per cèl·lula en 
les abscisses (Castella et al., 2011a). 

1.7. Teràpies dels pacients amb anèmia de Fanconi 

En els últims 20 anys hi ha hagut un progrés molt gran en entendre els mecanismes 

patològics i genètics implicats en l’anèmia de Fanconi, no obstant, aquests avenços no 

han anat en paral·lel amb els tractaments mèdics disponibles pels pacients, on encara 

hi ha molt recorregut per fer. La fallada del moll de l’os és l’afecció més important que 

pateixen, ja que és la primera que sol aparèixer i el trasplantament de progenitors 

hematopoètics és l’únic tractament actual capaç d’allargar la supervivència d’aquests 

pacients. 

1.7.1. Trasplantament de progenitors hematopoètics  

El trasplantament de progenitors hematopoètics és l’única teràpia eficient en l’actualitat 

per les manifestacions hematològiques, incloses l’anèmia aplàsica, el MDS i l’AML. 

Idealment, el trasplantament es realitza abans que apareguin el MDS i l’AML i abans 

de la realització de les múltiples transfusions (MacMillan and Wagner, 2010). Els 
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individus amb anèmia de Fanconi són sensibles a la quimioteràpia i la radiació, i per la 

realització del trasplantament es necessiten protocols específics en centres amb molta 

experiència en aquest àmbit. Es coneix que la radiació prèvia del pacient abans de 

rebre el trasplantament té complicacions a llarg termini tals com l’aparició de tumors 

sòlids secundaris i és per això que s’estan dedicant molts esforços en realitzar un 

acondicionament del pacient evitant la radiació fins i tot quan es tracta d’un 

trasplantament a partir d’un donant no emparentat. Grups d’Alemanya i Brasil han 

reportat recentment excel·lents resultats de supervivència i hematopoesi amb donants 

alternatius utilitzant un règim preparatiu de tractament amb només quimioteràpia 

(Chao et al., 2015, Bonfim et al., 2016). Un dels fàrmacs que s’utilitza per l’efectivitat 

del trasplantament és la fludarabina, ja que redueix la incidència de fallada d’empelt i 

permet eliminar la radiació dels protocols preparatius de donants emparentats 

(MacMillan et al., 2015). D’altra banda, el tractament encara és un repte pels pacients 

que pateixen de MDS/AML i el que es realitza és un trasplantament de progenitors 

hematopoètics amb o sense prèvia inducció de la quimioteràpia. Tanmateix, s’ha 

observat que els pacients trasplantats amb progenitors hematopoètics que 

desenvolupen la malaltia de l’empelt contra l’hoste tenen una major incidència de 

desenvolupar un HNSCC en els 10 anys següents al tractament respecte els pacients 

que no reben cap trasplantament (Guardiola et al., 2004, Rosenberg et al., 2005). 

També s’ha observat que si es deplecionen les cèl·lules T del donant de l’empelt, el 

risc a patir aquesta malaltia es veu reduït (Chaudhury et al., 2008, MacMillan et al., 

2015).  

1.7.2. Teràpia d’andrògens 

Respecte les manifestacions hematològiques de la malaltia es poden utilitzar diferents 

fàrmacs per millorar la seva progressió. S’ha vist que el tractament amb andrògens 

millora, almenys de manera transitòria, els comptatges de plaquetes i cèl·lules 

vermelles en un 50 % dels individus, aproximadament. La teràpia d’andrògens pot ser 

considerada quan l’hemoglobina del pacient baixa per sota dels 8 g/dl o el comptatge 

de plaquetes cau per sota dels 30.000 per mm3. Tot i que només un 10-20 % dels 

individus respon bé a llarg termini quan rep una teràpia amb baixa dosi d’andrògens de 

manera contínua, aquesta opció pot ser útil particularment en els individus que o bé no 

tenen accés o no estan preparats pel trasplantament de progenitors hematopoètics, o 

bé no tenen un donant compatible. L’androgen més comú que s’administra és 

l’oximetalona, tot i que, segons el país, també es poden utilitzar altres andrògens 

sintètics com per exemple l’estanazolol a Àsia i l’oxandrolona i el danazol a nord-
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Amèrica. Alguns efectes secundaris de l’administració d’alguns andrògens són la 

virilització i la toxicitat hepàtica, ja que s’han observat nivells incrementats de 

transaminases en sang, colèstasis, peliosis hepàtica i tumors hepàtics (Velazquez and 

Alter, 2004). Els individus que prenen andrògens cal que estiguin monitoritzats per 

l’aparició de tumors hepàtics i que es realitzin tests regulars de funcionament del fetge 

per tal de detectar anormalitats. Els tests sanguinis per detectar la funció del fetge cal 

que es duguin a terme cada 3-6 mesos i que les proves d’ultrasons al fetge es realitzin 

cada 6-12 mesos. Si no s’observa cap resposta després de 3-4 mesos de 

l’administració dels andrògens és recomanable que s’interrompi el tractament (Rose et 

al., 2014). No obstant, en els últims anys s’ha reportat l’ús del danazol, que és un 

fàrmac que s’utilitza per tractar pacients amb anèmia aplàsica i la fallada del moll de 

l’os progressiva en combinació amb la immunosupressió utilitzant la globulina 

antitimòcit (ATG) (Chuhjo et al., 2008, Jaime-Perez et al., 2011, Scheckenbach et al., 

2012a). El danazol millora, o almenys estabilitza, la baixada progressiva 

d’hemoglobina en sang i els valors de trombòcits en pacients FANCA, -C, -G i -I durant 

al menys 3 anys. Els andrògens poden incrementar l’expressió de telomerasa i 

l’activitat de les cèl·lules hematopoètiques primàries, tant en individus sans com en 

pacients amb una anèmia aplàsica (Townsley et al., 2016). El tractament amb danazol, 

el qual té propietats antiestrogèniques i antigonadotròpiques, sembla que té efectes 

similars al sistema hematopoètic que el tractament amb oximetalona o altres 

andrògens altament masculinitzants (Velazquez and Alter, 2004), però, en canvi, està 

associat a llarg termini amb efectes secundaris lleus, com l’acne o l’hirsutisme (Olsen 

et al., 2008, Vercellini et al., 2009, Jaime-Perez et al., 2011). Tot i això, encara cal 

especificar les conseqüències del tractament hormonal a llarg termini, valorar si el 

tractament amb danazol podria utilitzar-se com una mesura preventiva en pacients 

amb un comptatge hematopoètic normal o suficient i també cal determinar si pot tenir 

un efecte positiu en altres manifestacions clíniques de l’anèmia de Fanconi, com la 

deficiència de reparació de DNA que pateixen aquests pacients (Scheckenbach et al., 

2012a). 

Un altre fàrmac que s’està administrant és el factor estimulador de colònies de 

granulòcits (G-CSF), ja que millora el comptatge de neutròfils en alguns individus. Cal 

que es realitzi prèviament al tractament un aspirat del moll de l’os i una biòpsia i 

monitoritzar el pacient cada 6 mesos, degut al risc teòric d’estimular el creixement d’un 

clon leucèmic. 
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1.7.3. Tumors sòlids 

El tractament dels tumors sòlids encara és un repte per la ciència ja que hi ha una 

elevada toxicitat associada a la quimioteràpia i la radiació en els pacients Fanconi. El 

tractament dels problemes hematològics ha millorat molt en els últims anys i ha 

provocat que els pacients tinguin una esperança de vida més llarga i, per tant, al ser 

una malaltia amb predisposició al càncer, les probabilitats de que apareguin les 

malignitats no hematològiques són molt elevades. Els tumors més freqüents després 

de les malignitats hematològiques són els HNSCC. En la població general, només el 

6% dels tumors són HNSCC i apareixen en edats avançades (Fakhry and Gillison, 

2006, Psyrri et al., 2011) i més del 50 % d’aquests tumors es troben en una fase 

avançada en el moment del diagnòstic. És per això que la supervivència després de 5 

anys es troba al voltant del 40-50 % (Fakhry and Gillison, 2006, Psyrri et al., 2011). En 

canvi, en l’anèmia de Fanconi és el tumor sòlid més freqüentment diagnosticat (Kutler 

et al., 2003b, Kutler et al., 2003a) i apareix 700 vegades més quan es corregeix per 

l’edat que en la població general (Rosenberg et al., 2003, Rosenberg et al., 2005). A 

més a més, l’estudi de Rosenberg i col·laboradors va descriure que la incidència de 

HNSCC dels pacients que no havien rebut un transplantament de moll de l’os a l’edat 

de 45 anys va ser del 50%. En canvi, els pacients trasplantats arribaven al 100 %. 

Aquest fet es deu als règims d’acondicionament pel trasplantament (Rosenberg et al., 

2005).  

El tractament que s’acostuma a donar en la població general és la resecció quirúrgica 

primària deixant els marges lliures de cèl·lules tumorals, amb una administració de 

radioteràpia local i altes dosis de quimioteràpia utilitzant fàrmacs alquilants com el 

cisplatí, la MMC i la ciclofosfamida (Dewit, 1987). També es poden administrar altres 

fàrmacs com el 5-fluorouracil, metotrexat i paclitaxel per tal de millorar la 

supervivència. En l’anèmia de Fanconi els pacients són extremadament sensibles als 

tractaments genotòxics estandarditzats (Deans and West, 2011, Kitao and Takata, 

2011) i, per tant, el tractament de cisplatí no pot ser utilitzat perquè indueix altes 

toxicitats, la fallada del moll de l’os i d’òrgans (Birkeland et al., 2011, Spanier et al., 

2012). La radioteràpia es pot utilitzar com un tractament localitzat però també s’ha 

associat amb complicacions severes (Burnet and Peacock, 2002, Birkeland et al., 

2011, Tan et al., 2011). Per tant, la millor opció terapèutica és la resecció quirúrgica en 

un estadi primerenc del càncer (figura 12).  
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Figura 12. Algoritme per la profilaxis i el tractament dels HNSCCs en els pacients 
Fanconi (Scheckenbach et al., 2012b). 

En els últims anys, s’estan dedicant esforços en millorar la prognosis en estadis 

avançats dels HNSCC en la població general, utilitzant teràpies dirigides (Matta and 

Ralhan, 2009). La recerca s’enfoca en el receptor del factor de creixement epidèrmic 

(epidermal growth factor receptor, EGFR) ja que està sovint sobrexpressat i activat en 

els HNSCC (Bonner et al., 2006). L’EGFR és un protooncògen i una elevada activitat 

provoca la progressió i la invasió dels tumors, l’angiogènesi i la metàstasi (Bonner et 

al., 2006) i tot i que ja s’utilitza una teràpia contra EGFR utilitzant l’anticòs cetuximab 

en combinació amb la radiació o la quimioteràpia, sembla ser que no és suficient el 

seu ús individual (Soulieres et al., 2004). D’altra banda, també s’ha utilitzat la teràpia 

fotodinàmica per tractar aquests tipus de tumors, la qual es basa en la interacció entre 

l’oxigen, la llum i un fotosensibilitzador per tal d’induir l’apoptosi. No obstant, cap 

d’aquests tractaments s’ha provat en els pacients Fanconi i actualment les teràpies 

disponibles en aquesta malaltia són molt limitades fent que el pronòstic dels pacients a 

curt-mig termini sigui molt dolenta (Velleuer et al., 2017). 

Per tant, és molt important realitzar un diagnòstic ràpid per part d’un especialista i 

examinar els pacients amb regularitat i que s’observin les cavitats de la nasofaringe, 

orofaringe i hipofaringe com també la laringe, l’esòfag i l’àrea ano-genital ja que és on 

els tumors primaris acostumen a aparèixer.  
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1.7.4. Teràpies sota investigació 

El trasplantament de progenitors hematopoètics ha sigut un dels avenços més exitosos 

de la medicina, no obstant, és necessari l’ús de la quimioteràpia per tal de reduir el risc 

de rebuig. És per això que encara s’estan dedicant molts esforços en optimitzar els 

protocols de trasplantament en els pacients amb anèmia de Fanconi, pels riscs 

associats a l’ús d’agents quimioterapèutics.  

Una altra gran preocupació és el desenvolupament de tumors sòlids i la falta d’un 

tractament efectiu que pugui acompanyar la resecció del tumor. Amb un diagnòstic 

precoç es pot controlar bé el tumor, però quan es detecta tard el creixement tumoral 

primari és molt ràpid i apareix la metàstasi. És per això que és molt necessari i un 

repte que cal afrontar el desenvolupament d’estratègies per detectar i prevenir el 

càncer. 

1.7.4.1. Teràpia gènica de cèl·lules mare hematopoètiques 

Els estudis actuals es centren en un assaig clínic de teràpia gènica de cèl·lules mare 

hematopoètiques dirigida pel grup del Juan Bueren del CIEMAT a Madrid on el nostre 

grup hi ha participat. Aquest assaig té l’objectiu potencial de transformar la teràpia 

convencional de l’anèmia de Fanconi, la qual durant dècades ha implicat protocols de 

transfusió, esteroides anabòlics i trasplantament de progenitors hematopoètics. Durant 

els últims anys, com ja s’ha esmentat anteriorment, els protocols de trasplantament de 

progenitors hematopoètics s’han millorat i ha incrementat la supervivència dels 

pacients d’un 20 a un 90 % des dels anys 90. Per tant, cal tenir en compte que el 

trasplantament de progenitors hematopoètics ha tingut un gran impacte en els últims 

30 anys i ha sigut capaç de curar les complicacions hematològiques de la malaltia, ja 

que la leucèmia i la fallada hematològica tenien conseqüències letals. No obstant, 

també està associada a molts efectes secundaris causats per la quimioradioteràpia, 

com la toxicitat pulmonar i renal o de caràcter immunològic com el desenvolupament 

de la malaltia de l’empelt contra l’hoste, o bé, efectes secundaris a llarg termini com 

l’aparició de càncers secundaris i endocrinopaties. D’altra banda, cal tenir en compte 

que no tots els pacients tenen un donant compatible per poder realitzar el 

trasplantament. Per tant, es va pensar que la teràpia gènica podria evitar tots aquest 

efectes no desitjats ja que les cèl·lules del trasplantament provenen del propi pacient 

(trasplantament autòleg) i no es necessita, o de manera molt suau, l’acondicionament. 

També, és important destacar que el potencial que té la teràpia gènica en aquesta 

malaltia està confirmat per la pròpia naturalesa si ens fixem en els pacients Fanconi 
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mosaics, on una única mutació somàtica corregeix una única cèl·lula mare 

hematopoètica i aquesta és capaç de curar el defecte del moll de l’os ja que és capaç 

de repoblar-lo. 

Una altra evidència molt important va ser quan durant la dècada passada, més de 50 

individus que patien alguna immunodeficiència monogènica van ser tractats amb 

cèl·lules autòlogues que havien sigut corregides genèticament amb vectors retrovirals 

(Fischer et al., 2010). La majoria dels pacients van tenir una resposta molt beneficiosa 

a la teràpia, no obstant, l’ús dels vectors retrovirals va fer que alguns pacients 

experimentessin una leucèmia com a conseqüència de la integració del vector 

terapèutic en una regió propera a un oncogen i quan l’expansió del clon va repoblar el 

moll de l’os. Aquest fet va succeir ja que la integració dels vectors terapèutics 

retrovirals no és completament aleatòria sinó que s’afavoreix en regions promotores i 

potenciadores i els promotors d’aquests vectors són molt potents, el que afavoria 

l’activació dels oncògens pròxims al lloc d’inserció del genoma. Anys més tard, es va 

descriure l’ús de vectors lentivirals on la integració és molt més aleatòria en tot el 

genoma i per tant, molt més segura. 

El grup del Juan Bueren va sintetitzar un vector lentiviral amb el cDNA que codifica pel 

gen FANCA corregit i després de nombroses evidències preclíniques al llarg dels anys 

del desenvolupament de la tècnica, va aconseguir l’aprovació de medicament orfe per 

part de la Comissió Europea per tal de tenir la justificació científica pel 

desenvolupament del medicament (Guenechea et al., 2009, Jacome et al., 2009, 

Gonzalez-Murillo et al., 2010, Tolar et al., 2011, Frecha et al., 2012, Tolar et al., 2012, 

Adair et al., 2017). Per tal d’enriquir els progenitors hematopoètics presents en el moll 

de l’os es va utilitzar la selecció del marcador CD34+ mitjançant protocols potents de 

mobilització de cèl·lules mare utilitzant el plerixafor, que és una molècula que bloqueja 

el receptor CXCR4, el qual l’expressen les cèl·lules per ancorar-se al microambient del 

moll de l’os i l’administració de G-CSF i d’aquesta manera s’aconsegueix una millora 

en les extraccions de cèl·lules CD34+ ja que un dels problemes que van sorgir va ser 

la falta d’un nombre de cèl·lules mare hematopoètiques suficient per tal de corregir-les 

i realitzar el trasplantament (Rio et al., 2017). Aquest protocol i el vector sintetitzat 

s’estan utilitzant en dos assajos clínics per tot Europa, un anomenat FANCOSTEM-1 

(ref. NCT02931071) on es mobilitzen, es recol·lecten i es congelen les cèl·lules CD34+ 

per tal d’enriquir la població de cèl·lules mare hematopoètiques dels pacients que 

encara no han patit la fallada de moll de l’os, i un de teràpia gènica anomenat 

FANCOLEN-1 (ref. NCT03157804) on utilitzen el vector lentiviral corregit i es 
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transdueix a les cèl·lules recol·lectades en l’altre assaig clínic quan el pacient entra en 

fallada de moll de l’os.  

1.7.4.2. Teràpia amb compostos antioxidants o antiinflamatoris 

D’altra banda, l’absència de la ruta FA/BRCA funcional no només afecta a la reparació 

dels ICLs en el DNA sinó que s’ha vist també una implicació en la funció mitocondrial. 

En les cèl·lules Fanconi hi ha una alta producció de ROS i una depleció de les 

defenses antioxidants, com per exemple, de glutatió (GSH) (Cappelli et al., 2013). 

També, s’ha vist que els pacients Fanconi tenen una sobreproducció de TNF-α i altres 

citocines proinflamatòries que afecten a la viabilitat i proliferació de les cèl·lules mare 

hematopoètiques (Du et al., 2014). Recentment s’ha observat que els aldehids, com 

l’acetaldehid (derivat del consum d’alcohol) i el formaldehid (derivat del metabolisme 

cel·lular), són tòxics en cèl·lules Fanconi degut a que produeixen ICLs (Rosado et al., 

2011, Garaycoechea et al., 2012). És per això que s’estan realitzant assajos clínics per 

tal de prevenir la fallada medul·lar utilitzant fàrmacs antioxidants.  

Un dels assajos clínics s’està duent a terme al Cincinnati Children’s Hospital Medical 

Center, utilitzant el fàrmac antioxidant quercetina en nens amb anèmia de Fanconi (ref. 

NCT01720147). La quercetina és un compost flavonoid natural que es troba en una 

gran varietat de fruites, vegetals, fulles i grans i té un ampli rang d’activitats biològiques 

com la de segrestador de radicals lliures, reductor de l’oxidació, quelant de ferro, 

antiinflamatori i anticancerigen (Skaper et al., 1997, Kobori et al., 2009). Hi ha estudis 

que han observat un efecte beneficiós d’aquest fàrmac en l’anèmia de Fanconi i com 

que és una malaltia caracteritzada per una acumulació anormal de ROS i una disfunció 

de la resposta a l’estrès oxidatiu i també s’ha associat amb la diabetis, van estudiar la 

relació entre el ROS i la resistència a la insulina, observant que els ratolins Fanconi 

tenen característiques fenotípiques de resistència les quals estan associades amb 

elevats nivells de producció de ROS. El tractament dels ratolins Fanconi amb 

l’antioxidant natural quercetina va restaurar la senyalització de la resistència a la 

insulina i el fenotip propens a la obesitat com una conseqüència de l’eliminació del 

ROS i es va observar que era poc tòxica i que mantenia la homeòstasi metabòlica (Li 

et al., 2012). A més a més, la quercetina té efectes preventius del càncer, els quals 

inclouen la inducció de la parada del cicle cel·lular, l’apoptosi i les funcions 

antioxidants i ja s’ha documentat el seu ús en el tractament de diferents càncers en 

població general tant in vivo com in vitro (Gibellini et al., 2011). S’ha demostrat que la 

quercetina redueix tant el risc com la progressió del càncer per la seva activitat 

segrestadora de radicals lliures (Kobori et al., 2009, Lam et al., 2010, Ekstrom et al., 
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2011) i protegeix les cèl·lules de l’estrès oxidatiu, la inflamació i el dany al DNA degut 

a les seves propietats antioxidants. Tant els estudis in vitro com in vivo han demostrat 

que pot sensibilitzar les cèl·lules canceroses a agents quimioteràpeutics (Miles et al., 

2014), el que permetria, des d’una perspectiva clínica, reduir la dosi dels fàrmacs 

tòxics, i per tant, alleugerir els seus efectes secundaris severs als pacients amb 

anèmia de Fanconi.  

El segon assaig clínic que s’està plantejant és amb l’n-acetilcisteïna (NAC), un 

compost reductor dels ponts disulfur en la matriu mucosa. Es tracta de la variant 

acetilada de l’aminoàcid L-cisteïna i és una font excel·lent de grups sulfhidrils, que és 

convertida en metabòlits capaços d’estimular la síntesi de GSH en el cos, promoure la 

destoxificació i actuar directament com a segrestador de radicals lliures (Sun, 2010). El 

NAC té una capacitat d’inhibir la producció de ROS i l’apoptosi induïda pel DEB en 

línies limfoblastoids humanes Fanconi i protegeix els limfòcits humans extrets de sang 

perifèrica de pacients Fanconi de l’exposició aguda al DEB in vitro (Ponte et al., 2011). 

L’exposició al NAC millora l’estabilitat genètica en limfòcits de pacients Fanconi de 

manera espontània i induïda per DEB, fen-t’ho dràsticament quan es combina amb 

l’àcid α-lipoic (α–LA) (Ponte et al., 2012). Altres estudis proposen que el tractament 

amb NAC alleugereix els defectes hematopoètics en alguns tests animals (Reliene and 

Schiestl, 2006). En canvi, Columbaro i col·laboradors van caracteritzar estructuralment 

i bioquímicament la resposta dels limfòcits FANCA-/- al NAC en l’hematopoesi dels 

pacients Fanconi i no van observar cap efecte en revertir el fenotip d’aquestes cèl·lules 

(Columbaro et al., 2014). L’estudi de Q. Zhang i col·laboradors també va analitzar si el 

NAC prevenia o retardava l’aparició dels tumors utilitzant ratolins Fancd2-/- Trp53+/- i 

van observar que el temps de supervivència lliure de tumor dels ratolins tractats era 

exactament igual al dels control, indicant que no tenia un efecte en la quimioprevenció 

dels tumors (Zhang et al., 2008).  

La metformina és un fàrmac que té un bon perfil de seguretat i s’utilitza pel tractament 

de la diabetis. És un derivat de la guanidina i, per tant, segresta els aldehids que 

indueixen dany en el DNA. També, indueix l’activació de la proteïna cinasa activada 

per mitogens (mitogen-activated protein kinase, MAPK) i es creu que té un efecte 

antidiabètic per aquest mecanisme. Zhang i col·laboradors l’any 2016 van observar 

que la metformina va millorar l’hematopoesi en ratolins Fancd2-/- i va retardar la 

formació de tumors en ratolins Fancd2-/- Trp53+/- i, a més a més, aquests efectes 

beneficiosos no es van observar en els controls sans. També, va millorar els 

comptatges de sang perifèrica de manera ràpida i va incrementar el compartiment de 
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les cèl·lules mare hematopoètiques i va mantenir la quiescència de les cèl·lules i 

progenitors hematopoètics. També, en ratolins Fancd2-/- i Trp53+/- va retardar l’aparició 

dels tumors i va allargar el temps de supervivència lliure de tumors. Aquest mateix 

estudi també va veure que el tractament de metformina en cèl·lules Fanconi derivades 

de pacients va millorar de manera espontània els trencaments cromosòmics i la 

presència de figures radials (Zhang et al., 2016).  

Altres estudis in vitro mostren com el tractament amb diversos antioxidants milloren la 

inestabilitat cromosòmica en cèl·lules Fanconi. Entre aquests, trobem un mimètic de la 

SOD, el tempol, que facilita el metabolisme del ROS i les espècies reactives de 

nitrogen. Considerant l’estrès oxidatiu reportat en l’anèmia de Fanconi, l’estudi de Q. 

Zhang i col·laboradors va estudiar si el tempol prevenia o retardava l’aparició dels 

tumors utilitzant ratolins Fancd2-/- Trp53+/- i van observar que aquest fàrmac disminuïa 

el dany oxidatiu al DNA en fibroblasts humans Fanconi i en ratolins Fancd2-/-, així com 

també en els controls WT. El tempol va retardar l’aparició dels tumors epitelials i va 

incrementar significativament la mitjana del temps de supervivència lliure de tumor un 

38 % en els ratolins Fancd2-/- Trp53+/-, però sense tenir un efecte beneficiós aparent en 

l’hematopoesi (Zhang et al., 2008).  

Un altre fàrmac reportat és l’α-LA, un cofactor essencial en les reaccions metabòliques 

i un agent protector mitocondrial que recupera l’estat mitocondrial redox augmentant el 

glutatió reduït cel·lular i segrestant els radicals hidroxil, l’oxigen molecular i l’àcid 

hipoclorós (Han et al., 1997, Prahalathan et al., 2006). L’exposició a l’α-LA millora 

l’estabilitat genètica en limfòcits de pacients Fanconi de manera espontània però 

només en combinació amb el NAC quan s’indueix el dany amb el DEB (Ponte et al., 

2012).  

D’altra banda, el compost cisteamina és un tiol segrestador d’aldehids reactius en la 

sang que facilita la seva eliminació i el fàrmac alda-1 és un activador de l’activitat 

enzimàtica d’ALDH2 que estimula l’eliminació d’aldehids reactius en la sang. També, 

prevé la inactivació de l’ALDH pels aldehids reactius i actua com un agonista 

al·lostèric, incrementant l’activitat catalítica de l’enzim (Perez-Miller et al., 2010). Es 

suggereix el seu tractament en les malalties del moll de l’os i per la prevenció del 

càncer en l’anèmia de Fanconi (Van Wassenhove et al., 2016). La ruta Fanconi és molt 

important per prevenir el dany al DNA dels aldehids endògens. El metabolisme dels 

aldehids podria ser modulat pel tractament de l’alda-1 (Perez-Miller et al., 2010, 

Neubauer et al., 2015), el que podria disminuir el dany al DNA i la depleció funcional 

de les cèl·lules del moll de l’os en els pacients Fanconi. 
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El resveratrol és un polifenol natural que es troba principalment al raïm. Hi ha molta 

literatura que ha demostrat els efectes beneficiosos d’aquest compost en millorar el 

deteriorament metabòlic relacionat amb l’edat i el seu paper protector en les malalties 

metabòliques. El resveratrol té un potent efecte anticancerigen ja que indueix 

l’apoptosi i inhibeix la transformació cel·lular activant la proteïna p53 (Dong, 2003). El 

resveratrol protegeix de la desregulació de la homeòstasis energètica, sobreregula 

molts enzims antioxidants, redueix l’expressió del TNF-α i el NF-κB i inhibeix les 

oxidases NADPH (Csiszar, 2011). Hi ha més de 70 assajos clínics amb el resveratrol 

(Tome-Carneiro et al., 2013). En Fanconi, la capacitat protectora del resveratrol s’ha 

estudiat en models murins Fancd2-/- (Zhang et al., 2014) i s’ha observat una correcció 

parcial del cicle cel·lular anormal de les cèl·lules mare i precursores hematopoètiques 

(hematopoietic stem and progenitor cells, HSPC), les quals es van mantenir en un 

estat quiescent. D’altra banda, Columbaro i col·laboradors van caracteritzar 

estructuralment i bioquímicament la resposta dels limfòcits FANCA-/- al resveratrol i no 

van revertir les característiques fenotípiques Fanconi. A més, les funcions 

mitocondrials, la producció d’ATP i el consum d’oxigen estan incrementats amb 

presència del resveratrol en les cèl·lules FANCA-/- (Columbaro et al., 2014). 

L’estudi de Liu i col·laboradors on el nostre grup ha participat, descriu l’ús d’inhibidors 

de la p38 MAPK com a compostos amb efectes beneficiosos per la seva capacitat de 

restaurar la producció de progenitors hematopoètics a partir de cèl·lules mare 

totipotents induïdes (iPSCs) Fanconi (Liu et al., 2014). Es tracta dels compostos 

doramapimod, el qual és un potent inhibidor de la p38 MAPK i de la producció de TNF-

α, i del dasatinib, que inhibeix l’activitat de la cinasa BCR-ABL, les cinases de la família 

SRC, altres cinases oncogèniques especifiques, incloent el c-KIT, les cinases del 

receptor efrin (EPH) i el PDGFß (Buettner et al., 2008). S’ha observat que ambdós 

suprimeixen la sobreproducció de TNF-α depenent de TLR dels macròfags FANCC-/- i 

FANCA-/-. També, suprimeixen l’expressió del gen TNF-α post-transcripcionalment 

inhibint l’activació de la p38 MAPK. S’ha demostrat que la inhibició a curt termini de la 

p38 MAPK millora la capacitat de repoblació de les cèl·lules mare hematopoètiques 

FANCC-/- (hematopoietic stem cells, HSCs) (Saadatzadeh et al., 2009) i que la p38 

MAPK modula la resposta a l’IFNγ en alguns tipus cel·lulars (Lee et al., 2003). El 

dasatinib ja està indicat terapèuticament pel tractament de la leucèmia mieloide 

crònica (chronic myeloid lekemia, CML) i de la leucèmia limfoblàstica aguda (acute 

lymphoblastic leukemia, ALL). D’altra banda, s’ha observat que el doramapimod millora 

la derivació de les iPSCs Fanconi cap a progenitors CD34+/CD43+ i que aquest efecte 

va ser inclús més pronunciat en la població CD34hi/CD43lo, la qual conté més 
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protenitors multipotents. A més, quan es tracten les cèl·lules progenitores 

hematopoètiques (HPCs) Fanconi CD34+ purificades amb doramapimod, hi ha una 

millora en la formació d’unitats formadores de colònies de granulòcits i macròfags 

(colony forming unit-granulocyte/macrophage, CFU-GM), i per tant, es suggereix una 

recuperació parcial del fenotip Fanconi i es proposa que podria rescatar els defectes 

hematopoètics del moll de l’os dels pacients (Liu et al., 2014). Això és consistent amb 

les dades prèvies existents de l’efecte beneficiós de la inhibició de les citocines 

proinflamatòries que podrien millorar la funció del moll de l’os en els pacients Fanconi 

(Garbati et al., 2016). A més, en l’estudi de Liu i col·laboradors també es va analitzar 

l’efecte del danazol, l’androgen sintètic comentat anteriorment, i van observar que 

també estimula la diferenciació de les iPSCs Fanconi. Tot i això, els seus efectes no 

són específics d’aquesta malaltia ja que també va diferenciar tant les iPSCs Fanconi 

corregides com les iPSCs controls (Liu et al., 2014). 

No obstant, tot i aquests avenços descrits a la literatura encara no hi ha una teràpia 

efectiva aprovada actualment. Hi ha poca informació sobre l’eficàcia d’aquests fàrmacs 

en recuperar el fenotip sa de les cèl·lules Fanconi i per això es requereix un estudi 

més profund i detallat de tots aquests fàrmacs en cèl·lules i models murins Fanconi, a 

part de fer-se necessària la recerca de nous agents terapèutics que poguessin ser més 

efectius. 

1.7.4.3. Teràpies antitumorals 

Les cèl·lules tumorals pateixen una alteració en els mecanismes de regulació de la 

divisió cel·lular a partir d’una replicació excessiva i incontrolada per canvis genètics i 

bioquímics, morfològics i/o immunològics que, si no s’atura, acaba penetrant en teixits 

adjacents i pot comprimir estructures veïnes com nervis o vasos sanguinis i en el pitjor 

dels casos, amb la migració i proliferació d’altres territoris, el que es coneix com a 

metàstasi (Valastyan and Weinberg, 2011). Actualment, i des de fa ja molts anys, que 

bona part de la recerca actual es centra en la investigació del tractament del càncer. 

La teràpia antineoplàstica pretén principalment eradicar completament les cèl·lules 

canceroses o, en segon lloc, estabilitzar o reduir la mida del tumor per millorar la 

qualitat de vida dels pacients, alleugerint els símptomes i prolongant la seva 

supervivència. La quimioteràpia com a tractament del càncer va sorgir durant els anys 

60, i prèviament a aquesta data, l’únic tractament que s’aplicava era la cirurgia i la 

radiació. La quimioteràpia actualment és la primera opció de tractament per molts tipus 

de tumors, i s’acostuma a combinar amb la cirurgia i la radioteràpia, de manera 

multidisciplinar. Els fàrmacs quimioterapèutics arriben a tots els teixits de l’organisme 
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sense diferenciar les cèl·lules malignes de les sanes, el que provoca en els pacients 

efectes secundaris que majoritàriament desapareixen una vegada finalitza el 

tractament. Les cèl·lules sanes que són amb més freqüència danyades són les que 

tenen una major taxa de replicació, com el moll de l’os, el sistema gastrointestinal, 

l’epiteli germinal de les gònades, els fol·licles pilosos i la pell, donant lloc a efectes 

secundaris com la immunosupressió, la mucositis, l’alopècia i l’anèmia (Lowenthal and 

Eaton, 1996). Un altre dels problemes associats a la quimioteràpia és l’aparició de 

resistències als fàrmacs com a resultat de mutacions causades per la inestabilitat 

genètica associada al creixement anormal del tumor, on hi ha canvis genètics aleatoris 

associats a mecanismes proliferatius desregulats que desenvolupen en nous genotips 

amb una capacitat d’evadir l’efecte dels fàrmacs (Luo et al., 2009). Per tal de 

sobrepassar aquest problema clínic, va sorgir la quimioteràpia combinada, basada en 

la combinació de fàrmacs amb mecanismes d’acció diferents que podria prevenir la 

resistència resultant amb una sensibilitat major dels tumors, prevenint també 

l’administració d’altes dosis d’aquests fàrmacs. Els diferents tipus d’agents citotòxics 

que s’utilitzen, segons la naturalesa dels tumors, inclouen agents alquilants, com la 

ciclofosfamida, agents inductors d’ICLs en el DNA, com el cisplatí o el melfalan, 

alcaloides derivats de plantes com el paclitaxel i el docetaxel, antibiòtics antitumorals 

com la MMC, antimetabòlits com el 5-fluorouracil o la fludarabina, inhibidors de 

topoisomerasa com l’etopòsid o altres fàrmacs utilitzats com l’inhibidor de la 

ribonucleòtid reductasa, hidroxiurea. També, s’administren els biofosfonats com el 

zoledronat o hormones com l’abirateron o el tamoxifè (Crawford, 2013). Durant els 

últims anys s’han desenvolupat noves teràpies més específiques respecte els 

quimioterapèutics convencionals, que actuen sobre antígens o sobre dianes 

terapèutiques determinades en cada tipus de tumor, produint un efecte selectiu sobre 

les cèl·lules cancerígenes i provocant la seva eliminació. Un exemple són els 

inhibidors de la PARP que inhibeixen la reparació de trencaments de cadena senzilla i 

que s’utilitzen pel tractament de càncers que tenen un defecte en la HR ja que 

pateixen mutacions en els gens BRCA1 o BRCA2 com és el càncer d’ovari o mama, i 

per tant, tampoc poden reparar els DSB de manera que s’indueix la mort cel·lular 

(Helleday et al., 2005). També, està descrit l’ús d’anticossos monoclonals (Coulson et 

al., 2014) o agents biològics, per tractar els tumors evitant o disminuint els efectes 

secundaris causats per la quimioteràpia o la radioteràpia i es basen en utilitzar com a 

diana els processos essencials de les cèl·lules tumorals per la seva proliferació, 

creixement i supervivència. Una d’aquestes dianes són els receptors ErbB tirosina 

cinasa, com l’EGFR o el receptor del factor de creixement endotelial vascular (vascular 

endothelial growth factor receptor, VEGFR), que són els més perseguits com a 
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potencials dianes per la teràpia del càncer. L’EGFR pertany a una família de receptors 

tirosina cinasa on s’inclouen l’EGFR/ERBB1, el HER2/ERBB2, el HER3/ERBB3 i el 

HER4/ERBB4, i juguen un paper important en la proliferació de les cèl·lules 

canceroses, la diferenciació i l’apoptosi com també en l’angiogènesi i la transformació 

maligna (Mendelsohn and Baselga, 2000). L’angiogènesi tumoral està regulada per 

una balança de varis factors de creixement, dels quals el factor de creixement 

endotelial vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF) està considerat el més 

potent i crític (Ellis et al., 2000, Soria et al., 2004, Morabito et al., 2006). L’estimulació 

del receptor EGFR/ERBB-2 incrementa l’expressió de VEGF i si es bloqueja la funció 

d’EGFR i/o ERBB-2 utilitzant anticossos monoclonals contra un domini extracel·lular 

d’EGFR, per exemple amb els fàrmacs cetuximab i panitumumab o utilitzant petites 

molècules que inhibeixen de manera intracel·lular el domini tirosin cinasa (gefitinib, 

erlotinib, etc.), es disminueix la producció de molècules proangiogèniques de les 

cèl·lules tumorals i s’inhibeix l’angiogènesi associada al tumor (Ellis et al., 2000, 

Traxler et al., 2004, Ciardiello et al., 2006). També hi ha diferents compostos designats 

per inhibir VEGF/VEGFR com el sorefenib, sunitinib, bevacizumab o ranibizumab. No 

obstant, la proliferació i l’angiogènesi són depenents de varies rutes bioquímiques, i el 

fet d’utilitzar una sola diana d’una única ruta pot fer que els tumors utilitzin rutes 

compensatòries per sobreviure, el que limitaria l’obtenció de resultats òptims 

terapèutics a llarg termini. Els mecanismes de resistència poden ser l’adquisició d’una 

mutació de resistència que impliqui que la diana molecular dels fàrmacs canviï i que 

perdi eficàcia, o bé la inactivació dels fàrmacs ja que molts compostos cal que siguin 

activats metabòlicament per tal de ser eficaços i les cèl·lules cancerígenes poden 

disminuir aquesta activació, o bé l’activació d’altres vies de reparació que reparin els 

danys causats per la quimioteràpia.  

1.8. Mètodes de detecció de fragilitat cromosòmica 

Com ja s’ha esmentat anteriorment, les proteïnes Fanconi estan implicades en la ruta 

de reparació FA/BRCA per tal de processar les forquilles de replicació bloquejades 

espontàniament o en resposta a un agent inductor d’ICLs. Pel diagnòstic de l’anèmia 

de Fanconi es va establir realitzar tests de fragilitat cromosòmica mitjançant metafases 

cel·lulars ja que resultava complicat considerar només les manifestacions clíniques 

dels pacients a l’hora de fer un diagnòstic, donat que moltes de les característiques 

clíniques es compartien entre diferents malalties. Es va estandarditzar l’ús del DEB o 

la MMC com a agents inductors d’ICLs ja que la inestabilitat genòmica es veu molt 

incrementada després del seu tractament (Auerbach, 2003). D’altra banda, una altra 
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manera per mesurar les aberracions cromosòmiques presents en les cèl·lules és 

mitjançant el test de micronuclis (MN), tot i que no està estandarditzat l’ús en el 

diagnòstic de l’anèmia de Fanconi. De fet, en la indústria farmacèutica, és un test que 

està substituint la visualització de les aberracions cromosòmiques estructurals en 

metafases, ja que es requereix menys expertesa i menys temps d’anàlisi. 

1.8.1. Cromosomes metafàsics 

Actualment, el test clàssic de fragilitat cromosòmica més utilitzat en l’anèmia de 

Fanconi utilitza el protocol que va estandarditzar Auerbach i col·laboradors, el qual 

observa metafases de limfòcits de sang perifèrica per determinar els trencaments 

cromosòmics (Auerbach, 2015). Les mostres de sang perifèrica s’obtenen dels 

pacients per tal de determinar la fragilitat cromosòmica i la induïda amb el tractament 

del DEB i se’ls hi afegeix algun fàrmac com la colcemida per tal d’inhibir la formació 

dels microtúbuls i aturar la divisió cel·lular en metafase i s’avalua amb els trencaments 

per cèl·lula i el percentatge de cèl·lules aberrants (figura 13B). 

                            A               B 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Metafase d’un pacient amb anèmia de Fanconi i d’un pacient sa. La imatge 

corresponent al pacient afectat d’anèmia de Fanconi (A) presenta múltiples trencaments 
cromosòmics induïts per DEB en comparació amb el control sa (B) (imatges obtingudes al 
laboratori). 

1.8.2. Test de micronuclis 

Els MN són cossos citoplasmàtics de naturalesa nuclear corresponents a fragments 

cromosòmics (dany clastogènic) o cromosomes sencers (dany aneugènic) que no són 

capaços de migrar als pols pel fus mitòtic durant la mitosis i es perden durant 

l’anafase, pel que no són incorporats en els nuclis de les cèl·lules filles (figura 14B). 

Per tant, els MN només poden aparèixer en cèl·lules que hagin patit una divisió. Com 
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ja s’ha esmentat, les cèl·lules Fanconi pateixen fragilitat cromosòmica i l’elevada 

freqüència de MN únicament es correspon al dany de tipus clastogènic, de manera 

que els MN reflexen aberracions cromosòmiques originades per trencaments 

cromosòmics ja sigui per errors durant la replicació o bé per l’exposició a agents 

genotòxics.  

1.8.2.1. Mètode clàssic 

El test de MN clàssic per quantificar el dany citogenètic el va proposar Evans i 

col·laboradors l’any 1959 (Evans et al., 1959), tot i que després s’ha anat modificant i 

es tracta d’un test molt utilitzat en mutagènesi ambiental i estudis de genotoxicitat per 

mesurar substàncies potencialment carcinògenes. Es basa en quantificar les 

estructures que contenen cromatina extranuclear en poblacions cel·lulars que s’estan 

dividint de manera activa. Per determinar els MN s’aïllen leucòcits de sang perifèrica 

dels pacients i s’estimula la divisió mitòtica. Després, s’inhibeix la polimerització de 

l’actina de manera que s’impedeix la citocinesi i es permet la divisió nuclear, 

proporcionant a les cèl·lules un aspecte de binucleades monodividides (figura 14A), de 

manera que es quantifiquen únicament les que han completat una única mitosis 

després de l’exposició genotòxica, i aquestes cèl·lules són fàcilment reconegudes 

perquè són les binucleades.  

                        A                         B 

 

 

 

 

Figura 14. Cèl·lules binucleades (A) i MN originats per cromosomes sencers o 
fragments cromosòmics (B). Els MN només es poden observar en cèl·lules que estan 

dividint-se de manera activa (Fenech, 2007). 

1.8.2.2. Citometria de flux 

L’any 1986, el grup de Callisen i col·laboradors ja es va adonar que la simplicitat del 

test de MN feia que tingués un molt bon potencial per ser automatitzat (Callisen et al., 

1986). Des de llavors, s’han posat a punt diferents tècniques utilitzant l’anàlisi 

d’imatges i la densitometria del DNA (Fenech et al., 1988, Bocker et al., 1996, Diaz et 

al., 2007, Decordier et al., 2009) com també la citometria de flux (Nusse and Kramer, 
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1984, Nusse et al., 1987, Nusse et al., 1994, Roman et al., 1998), per tal de quantificar 

els MN, i la tècnica que ha estat més utilitzada i estandarditzada és la que va 

desenvolupar el grup de Nüsse i Kramer (Nusse and Kramer, 1984) que implicava la 

lisi de les membranes externes de la cèl·lula i l’ús d’una o més tincions d’àcid nucleic, 

per tal de discriminar els nuclis alliberats i els MN en funció de les intensitats de les 

diferents tincions. No obstant, la tècnica que va descriure aquest grup va mostrar molts 

problemes per tal de discriminar de manera fiable els MN, ja que hi havia molta 

detecció de debris i aquesta tècnica va prendre realment molta importància quan es 

van realitzar diferents modificacions per tal de sobrepassar aquests problemes 

utilitzant una tinció dual seqüencial i l’ús de citòmetres més nous amb millor resolució i 

millors finestres d’anàlisi (Wessels and Nusse, 1995, Roman et al., 1998). A més a 

més, la necessitat d’estudiar moltes dosis d’un mateix fàrmac per tal de provar la seva 

toxicologia i d’incloure moltes rèpliques per tal de validar els resultats obtinguts, va fer 

que el grup de Bryce i col·laboradors adaptessin la tècnica de detecció de MN per 

citometria de flux utilitzant plaques de 96 pous, tant en cèl·lules en suspensió com 

adherides a la placa, on tot el processament de les cèl·lules, incloent la tinció i la lisi es 

dona dins de la mateixa placa, de manera que es podien estudiar un gran nombre de 

concentracions i incloure molts replicats d’aquests. En aquest estudi també utilitzen un 

robot adaptat al citòmetre per l’adquisició de les mostres de manera automàtica, així 

l’automatització de la tècnica encara va ser és elevada (Bryce et al., 2010).  

1.9. Cribatges de fàrmacs 

Actualment, hi ha a prop de 7000 malalties rares o minoritàries amb un percentatge de 

la població global afectada del 6-8 % (Puiu and Dan, 2010) i, tot i que hi ha molts 

avenços en el coneixement d’aquestes malalties i el seu diagnòstic, encara és un repte 

el desenvolupament de tractaments específics. Una de les dificultats amb les que ens 

enfrontem davant d’aquestes malalties minoritàries és el fet de reunir suficients 

pacients per estudiar les noves teràpies. Una altra complicació que es dona en els 

assajos clínics associada amb l’escassetat dels pacients és que la seva monitorització 

per definir els grups de tractament no és homogènia, especialment per les malalties 

que tenen una alta influència pel fons genètic. Tampoc es coneix molt la fisiopatologia 

de la malaltia, el que dificulta el desenvolupament de teràpies específiques. Cal tenir 

en compte que si les malalties rares, com en aquest cas l’anèmia de Fanconi, 

impliquen l’afectació en nens, també hi ha complicacions regulatòries. A més a més, la 

raresa de les malalties fa que la indústria farmacèutica perdi interès ja que suposa 

invertir molt de temps i diners sense que hi hagi un gran benefici econòmic. Es 
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requereixen 10-15 anys aproximadament des de que es descobreix una nova molècula 

fins la seva aprovació comercial, i les taxes d’èxit d’aquest procés són de menys del 5 

% (Paul et al., 2010). Segons el Tufts Center for the Study of Drug Development, cada 

nou fàrmac que es porta al mercat té un cost estimat de 2558 milions de dòlars 

(DiMasi et al., 2016). És per això que una manera per limitar aquest cost és el 

reposicionament de fàrmacs, on una molècula que ja ha estat utilitzada i aprovada com 

una teràpia eficient per humans, s’utilitza per tractar una malaltia diferent (Sun et al., 

2017).  

Tant la indústria farmacèutica com la recerca acadèmica utilitzen estratègies de 

descobriment de fàrmacs basades en els mecanismes d’acció o en canvis fenotípics 

(figura 15). Els sistemes basats en els mecanismes d’acció utilitzen dianes moleculars 

com per exemple, funcions anormals d’una proteïna o rutes metabòliques alterades i 

es desenvolupen assaigs bioquímics per tal de dur a terme cribatges d’alt rendiment 

(high-throughput screenings, HTS) utilitzant biblioteques amb centenars de milers de 

compostos. En canvi, els sistemes basats en els canvis fenotípics impliquen identificar 

defectes funcionals que caracteritzin una malaltia específica, i els compostos són 

estudiats en models cel·lulars o animals per la seva capacitat en corregir el fenotip 

alterat (Zheng et al., 2013). Aquests cribatges s’anomenen d’alt contingut (high-content 

screenings, HCS) i permeten estudiar desenes de milers de fàrmacs.  
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Figura 15. Principals aproximacions per identificar nous fàrmacs (Bellomo et al., 
2017) 

1.9.1. HCS en models cel·lulars 

Els HCS que utilitzen models cel·lulars acostumen a utilitzar la microscopia automàtica 

per tal d’obtenir informació de diferents paràmetres en milers de mostres, com per 

exemple la morfologia, la intensitat i la distribució de la fluorescència en les cèl·lules. A 

diferència d’utilitzar models animals, aquests cribatges cel·lulars són molt ràpids ja que 

poden mesurar diferents paràmetres simultàniament i és per això que s’estan utilitzant 

molt per identificar noves dianes farmacològiques. Els factors limitants d’aquests 

cribatges són el nombre de plaques a analitzar, les mostres per placa, el nombre de 

canals de fluorescència, la intensitat de la llum, la magnificació de les imatges que està 

associada amb el nombre de camps que es poden adquirir i la definició de les imatges 

(Buchser et al., 2004). El fenotip cel·lular representa l’element més crític i es recomana 

utilitzar línies cel·lulars immortalitzades i no cultius cel·lulars primaris, ja que són més 

fàcils d’expandir, més estables, més fàcils de transfectar, transduïr, marcar o tenyir. 
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Els microscopis que s’utilitzen requereixen de sistemes automàtics per dur a terme tant 

l’adquisició de les imatges com l’emmagatzematge i també un sistema 

d’autoenfocament. Les imatges cal que es processin amb un programa de software 

específic adaptat a cada experiment per tal de detectar els “objectes” primaris, que són 

normalment els nuclis, i després els “objectes” secundaris que són més variables entre 

els diferents cribatges, com per exemple la formació de foci, el citoplasma, orgànuls o 

citoesquelet. Aquest software es basa en llindars d’intensitat i algoritmes de 

segmentació per tal de processar les imatges i els resultats s’expressen com a 

candidats positius o negatius en comparació amb els valors control. També es pot 

utilitzar la citometria de flux per tal de mesurar cèl·lules individuals en una mateixa 

població (Buchser et al., 2004). Tots els cribatges requereixen experiments previs que 

controlin la qualitat de l’estratègia a seguir i normalment es comparen els controls 

positius i negatius amb el càlcul del factor Z’ el qual reflecteix la qualitat d’un assaig 

cel·lular per tal de predir si serà útil o no, i es refereix a la magnitud de la separació 

entre els resultats generats com a senyal negativa i senyal positiva (figura 16, és la 

banda de separació). Això assegura que un candidat positiu en un cribatge pot ser 

identificat de manera segura i distingir-se bé d’un compost sense cap efecte (Zhang, 

2011).  

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Gràfic explicatiu del factor Z’. 

1.9.2. Cribatges de compostos en l’anèmia de Fanconi 

Fins el moment, no hi ha estudis que hagin desenvolupat cribatges de compostos 

utilitzant sistemes cel·lulars per tal de corregir el fenotip alterat de l’anèmia de Fanconi. 

No obstant, la ruta FA/BRCA és necessària per reparar els ICLs generats pels agents 

quimioterapèutics com el cisplatí quan s’administren per tractar i reduir els tumors, 

sempre que no siguin pacients Fanconi. El fet de tenir una ruta FA/BRCA funcional 

implica que usualment es desenvolupin resistències dels tumors a aquests agents, 

com per exemple en el càncer de mama o ovari (Forastiere et al., 1982, Harper, 2002, 
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Balch et al., 2004). Així doncs, en aquest cas sí que s’estan dedicant molts esforços i 

designant noves estratègies per tal de millorar la sensibilitat dels tumors als agents 

inductors d’ICLs i poder dissenyar teràpies combinatòries que inhibeixin les rutes de 

reparació del DNA en combinació amb els agents quimioteràpeutics (Brown et al., 

2017). Un d’aquests abordatges és la inactivació de la ruta FA/BRCA per evitar la 

reparació dels ICLs, i així, conduir les cèl·lules tumorals a la mort cel·lular. L’estudi de 

Chirnomas i col·laboradors, l’any 2006, es basa en que el complex central Fanconi 

format per les proteïnes Fanconi upstream s’encarrega de monoubiquitinar la proteïna 

FANCD2 en presència d’ICLs en el DNA i aquesta és dirigida a la cromatina formant 

foci nuclears. Van dissenyar un HCS utilitzant un sistema cel·lular basat en la 

identificació d’inhibidors de la ruta FA/BRCA per la inhibició de la formació de foci de 

FANCD2 en resposta a la radiació ionitzant, utilitzant una línia cel·lular FANCD2-/- 

transduïda amb un plàsmid que expressava l’EGFP-FANCD2, de manera que 

únicament la proteïna FANCD2 exògena s’expressa en el sistema, però no l’endògena. 

Es van estudiar 5545 compostos i es van identificar 4 inhibidors de la ruta FA/BRCA, 

entre ells 3 proteïnes cinases i la curcumina, un compost natural (figura 17) 

(Chirnomas et al., 2006). L’any 2012, el mateix grup va repetir el cribatge utilitzant el 

mateix sistema cel·lular i van estudiar l’efecte de 16.000 compostos, en el que van 

identificar 26 molècules que inhibien la formació de foci de FANCD2 induïda també per 

la radiació ionitzant (figura 17) (Jacquemont et al., 2012). L’any 2013, l’estudi de Jun i 

col·laboradors va realitzar un cribatge també amb la finalitat d’elevar l’eficàcia dels 

fàrmacs antitumorals utilitzant una teràpia combinatòria. En aquest cas, van dissenyar 

un sistema cel·lular basat també en la inhibició de la formació de foci de FANCD2. Es 

va estudiar l’efecte de 1.280 compostos induint l’activació de la ruta FA/BRCA amb el 

tractament de MMC i es va identificar 1 inhibidor. A més a més, no es va detectar la 

fluorescència in vivo com els estudis anteriors, sinó que per observar el marcatge dels 

foci de FANCD2, es va realitzar la tècnica de la immunofluorescència utilitzant 

anticossos fluorescents contra aquesta proteïna (Jun et al., 2013).  
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Figura 17. Inhibició dels foci per alguns dels compostos inhibidors de la ruta 
FA/BRCA identificats (Chirnomas et al., 2006, Jacquemont et al., 2012). 
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2. Objectius 

Objectiu principal: 
L’objectiu principal d’aquest treball és trobar fàrmacs en fase preclínica per curar o 

retardar les manifestacions clíniques de l’anèmia de Fanconi: fallada de moll de l’os i 

desenvolupament de tumors sòlids.   

Els objectius específics són:  

- Desenvolupar dos assajos per mesurar de manera sensible, fiable, quantitativa 

i ràpida diferències de biomarcadors de les cèl·lules Fanconi. 

- Realitzar cribatges de fàrmacs principalment aprovats pel seu ús clínic utilitzant 

els assajos desenvolupats amb l’objectiu de reposicionar-los pel tractament de 

l’anèmia de Fanconi. 

- Validar els fàrmacs candidats en models murins de la malaltia. 
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3. Materials i mètodes 
 

3.1. Reactius i compostos 

El bromur d’etidi monoazida (EMA, ref. e1374), el medi Opti-MEM (ref. 31985-070), el 

kit de quantificació de proteïna BCA Protein Assay (ref. 23227), el marcador de pes 

molecular de proteïnes (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, ref. 26619), el kit 

iBlot® 2 Dry Blotting System (ref. IB21001), el kit Pierce® ECL western Blotting 

Substrate (ref. 32106), el SYTOX® Green (ref. S7020), el Hoechst® (ref. H1399) i el 

tampo fosfat salí (PBS) (ref. 18912-014) es van obtenir de ThermoFisher Scientific. 

L’IGEPAL (ref. I8896), el DAPI (ref. D9542), el diepoxibutà (ref. 202533-16), 

l’acetaldehid (ref. 00071), l’n-acetilcisteïna (ref. A9165), el resveratrol (ref. R5010), el 

danazol (ref. D8399), la quercetina (ref. Q4951), l’n-propil-galat (ref. P3130), l’ambroxol 

(ref. A9797), l’apigenin (ref. A3145), el tempol (ref. 42777), la cisteamina (ref. 30080), 

l’alda-1 (ref. SML0462), l’àcid α-lipoic (ref. T1395), l’acrilamida al 30 % (ref. A3574), el 

persulfat amònic (APS, ref. 248614), el blau de bromofenol (ref. B-8026), el tween-20 

(ref. 93773), l’azida sòdica (ref. S2002), la sacarosa (ref. S0389), l’àcid cítric (ref. 

C0759), la hidroxiurea (ref. H8627-56), la mitomicina C (ref. M-0503), el clorur de 

magnesi (ref. M8266), el -mercaptoetanol (ref. M3148), la sulforodamina B (ref. 

S1402), l’àcid tricloracètic (ref. T6399), el tritó X-100 (ref. T8787), l’albúmina sèrica 

bovina (ref. A7906), els inhibidors de proteases (Complete Mini EDTA-free Protease 

Inhibitor Cocktail, ref. 04693159001) i de fosfatases (PhosSTOP Phosphatase Inhibitor 

Cocktail Tablets, ref. 04906837001) es van obtenir de Sigma-Aldrich i la RNasa A (ref. 

12091021), el reactiu de transfecció Lipofectamine® 2000 (ref. 11668019), el glicerol 

(ref. 15514-011) i el -mercaptoetanol (ref. 31350-010) d’Invitrogen. El formaldehid 

(ref. M134), l’àcid acètic glacial (ref. 20104.298) i l’HEPES (ref. 441485H) es van 

comprar a VWR i la D-α-tocoferilquinona (ref. SC-200821), el doramapimod (ref. SC-

300502) i el dasatinib (ref. SC-358114) a Quimigen. El medi Roswell Park Memorial 

Institute 1640 (RPMI, ref. L04495), el medi Dulbecco’s modified Eagle’s Medium 

(DMEM, ref. L0104), els aminoàcids no essencials (ref. X0557), el sèrum fetal boví 

(FBS, ref. S181B), el piruvat sòdic (ref. L0642) i la penicil·lina-estreptomicina (ref. 

L0022) es van comprar a Biowest. L’antibiòtic plasmocín (ref. ant-mpt) d’Invivogen. El 

tampó de lisi RIPA 10x (ref. 20-188) es va comprar a Millipore i el kit High Pure RNA 

Isolation (ref. 11828665001) i el LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I 

(ref. 03752186001) es van obtenir de Roche. L’enzim nucleasa benzonasa (ref. 70746) 

es va comprar a Novagen®. El tampó de Tris-HCl 0,5 M a pH 6,8 (ref. 1610799), el 

tampó de Tris-HCl 1,5 M a pH 8,8 (ref. 1610798) i el tampó salí Tris 1X (TBS, ref. 170-
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6435) es van comprar a BioRad Laboratories i el dodecilsulfat sòdic (SDS, ref. 

142363.1211), el Tris (ref. 141940.0914) i la tetrametiletilendiamina (TEMED, ref. 

A1148,0100) es van obtenir de Panreac Applichem. La llet desnatada en pols Nidina 2 

Premium (ref. 368100,1) a Nestle. El paraformaldehid (PFA) al 4 % en PBS (ref. 

SC281692) es va comprar a Santa Cruz Biotechnology, la tinció vectashield antifade 

vector (ref. H-1000) es va obtenir de Vector Laboratories, el clorur de sodi (ref. 3957.1) 

de Carl Roth, el citrat de sodi (ref. A12274) de AlfaAesar i el kit High Capacity RNA-to-

cDNA (ref. 4387406) d’Applied Biosystems. L’aigua miliQ es va obtenir a partir de 

l’aparell Simplicity 185 (Millipore, ref. SIMPAKOR1).  

3.2. Línies cel·lulars i cultiu 

La línia cel·lular limfoblastoid humana LFA139 prové de donants sans i les línies 

cel·lulars LFA55, LFA88 i LFA145 provenen de pacients amb anèmia de Fanconi amb 

mutacions bial·lèliques al gen FANCA. La línia cel·lular U2OS es va establir al 1964 i 

pertanyia al teixit ossi d’un osteosarcoma de la tíbia d’una dona de 15 anys (ref. 

ATCC® HTB-96TM). Les línies de HNSCC VU1131-T2.8 (FANCC-/-), VU1604-T 

(FANCL-/-) i VU1365-T (FANCA-/-) provenen de pacients amb anèmia de Fanconi i la 

VU040-T d’un pacient no Fanconi (wild-type, WT), i van ser proporcionades per la Dra. 

Josephine Dorsman (VU University Medical Center, Amsterdam). Els fibroblasts 

primaris PN provenen de pell d’un donant sa i la línia FA551 de pell d’un pacient 

Fanconi amb mutacions bial·lèliques al gen FANCA.   

 

Les línies cel·lulars limfoblastoids van ser cultivades en RPMI, suplementat amb un 20 

% de FBS inactivat per calor, 1X penicil·lina-estreptomicina, piruvat sòdic, aminoàcids 

no essencials i β-mercaptoetanol. Les cèl·lules es van mantenir a una concentració 

d’entre 0,5-1,5 x 106 cèl·lules per ml utilitzant flascons de 75 cm2 en posició vertical i 

es van realitzar dilucions 1:3-1:4 cada 3-4 dies. Les línies U2OS (U2OS FANCA-/--YFP-

FANCD2 i U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2), els HNSCCs i els fibroblasts 

primaris es van mantenir en monocapa en flascons de 75 cm2 i es van diluir cada 3-4 

dies entre 1:4 i 1:8, controlant que no arribessin a confluència. Les línies U2OS i els 

HNSCCs van ser cultivats en medi DMEM, suplementat amb un 10 % de FBS inactivat 

per calor i amb plasmocín a 2,5 µg/ml. En canvi, els fibroblasts primaris PN i FA551 es 

van cultivar amb medi DMEM suplementat amb un 20 % de FBS inactivat per calor, 

plasmocín 2,5 µg/ml, piruvat sòdic, aminoàcids no essencials i β-mercaptoetanol. Tots 

els cultius cel·lulars es van mantenir en incubadors a 37 ºC i 5 % de CO2.  
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3.3. Assaig de MN per citometria de flux  

Es van plaquejar 60.000 cèl·lules/pou en plaques de 96 pous de la línia cel·lular LFA55 

en 120 µl/pou de medi i es van deixar en incubació a 37 ºC i 5 % de CO2 durant 30 

minuts. Després, es va afegir el compost antioxidant a una concentració final de 100 

µM partint d’un stock de 10 mM o bé, el compost antitumoral a una concentració final 

de 1, 5 i 10 µM partint d’un stock de 10 mM. En el cas de les cèl·lules U2OS FANCA-/- i 

U2OS WT, es van plaquejar 2x105 cèl·lules en cada pou d’una placa de 6. A les 4-6 

hores es va tractar amb el compost candidat reactivador de la ruta FA/BRCA a 

concentracions 1 i 10 µM i 24 hores més tard, es van tractar amb DEB a 0,05 o 0,1 

µg/ml. 

Després de 72 hores en cultiu, es van comptar les cèl·lules del cultiu no tractat per tal 

de comprovar que s’havien dividit, almenys, una vegada (en el cas de les cèl·lules que 

no creixien en suspensió, es van tripsinitzar prèviament). La mitosi és un prerequisit 

per l’expressió dels MN, i per tant, és un pas important demostrar que la divisió 

cel·lular està succeint.  

En el cas de la línia cel·lular LFA55, la tinció es va realitzar en les mateixes plaques de 

96 pous on es van tractar les cèl·lules amb els fàrmacs i els agents inductors de dany. 

Les cèl·lules es van concentrar en un botó cel·lular per centrifugació a 800 revolucions 

per minut (rpm) durant 8 minuts. Es va aspirar el medi per tal de deixar un petit volum 

per cada pou amb la pipeta multicanal de 8 puntes i després de resuspendre suaument 

el botó cel·lular, es van afegir 12,5 µl/pou de solució EMA 0,125 mg/ml i 50 µl/pou de 

PBS amb el 2 % FBS. Seguidament, es van submergir les plaques en gel i es va 

procedir amb el pas de fotoactivació utilitzant una bombeta de llum visible de 60 W a 

30 cm d’altura durant 20 minuts. Un cop passat aquest temps, les cèl·lules es van 

protegir de la llum i es van afegir a cada pouet 200 µl de PBS amb un 2 % de FBS 

inactivat per calor, prèviament refredat a 4 ºC. Les mostres es van tornar a recollir en 

un botó cel·lular per centrifugació (800 rpm, 8 minuts) i es va aspirar la solució del 

sobrenedant amb la pipeta multicanal de 8 puntes. Aquest últim pas es va repetir una 

vegada més, i es van deixar reposar les mostres protegides de la llum durant 20 

minuts. Es va afegir a cada pou 50 µl de solució de lisi 1 (0.584 mg/mL de NaCl, 1 

mg/mL de citrat de sodi, 0,3 mg/mL de RNasa A i 1 µg/mL de tinció nuclear DAPI, 

dissolts en aigua desionitzada) i es van resuspendre les mostres suaument amb el 

vòrtex adaptat a plaques. Es van mantenir les mostres a temperatura ambient durant 1 

hora i després, es van afegir 50 µl de solució de lisi 2 (85,6 mg/mL de sacarosa, 15 
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mg/mL d’àcid cítric i 1 µg/mL de tinció nuclear DAPI, dissolts en aigua desionitzada) i 

es van tornar a resuspendre amb el vòrtex. Es va deixar actuar la segona solució de 

lisi durant 30 minuts a temperatura ambient i es van guardar les mostres a la cambra 

freda de 4 ºC segellades amb parafilm i protegides de la llum amb paper d’alumini. Al 

dia següent, es van traslladar les mostres a l’Institut d’Investigació en Ciències de la 

Salut Germans Trías i Pujol, on disposen del citòmetre de flux BD LSRFortessa™ (BD 

Biosciences). Es va afegir 70 µl d’una barreja de solució de lisi 1 i 2 i es van analitzar 

les mostres automàticament a temperatura ambient. 

Les mostres guardades a 4 ºC durant tota la nit es van analitzar al dia següent 

utilitzant el citomètre de flux BD LSRFortessa™. La configuració i l’adquisició de les 

dades es van controlar amb el software Cell Quest V3.3. La fluorescència d’emissió 

associada al DAPI es va detectar amb el làser violeta amb una longitud d’ona 

d’excitació de 405 nm i un filtre de 450/40, i la fluorescència associada a l’EMA es va 

detectar amb el làser blau amb una línia d’excitació de 488 nm i un filtre de 695/40. 

Les finestres d’anàlisi per avaluar els MN es van desenvolupar seguint 8 criteris de 

selecció per tal de que els milers d’events inicials fossin filtrats i classificats com a MN 

o nuclis (n i 2n) i també per determinar la fase del cicle cel·lular de les cèl·lules (figura 

18). La incidència de MN es va expressar com el percentatge de MN cada 1.000 nuclis 

analitzats i es basa en l’adquisició de 20.000 nuclis EMA-negatius per mostra. L’anàlisi 

dels arxius generats pel citòmetre es va realitzar amb el software FlowJo® v10. 

En canvi, en el cas de les cèl·lules U2OS FANCA-/- i U2OS WT es va modificar el 

protocol de processament de les mostres ja que per problemes logístics es va utilitzar 

el citòmetre BD FACSCalibur™, del qual disposa el Servei de Citometria de l’IBB. Les 

modificacions respecte el protocol descrit van ser l’ús de tubs de citòmetre, en 

comptes de plaques de 96 pous, i 25 µl/pou de solució EMA 0,125 mg/ml i 100 µl/pou 

de PBS amb el 2 % de FBS. A més a més, la solució de lisi 1 en aquest cas contenia 

0.584 mg/mL de NaCl, 1 mg/mL de citrat de sodi, 0,3 mg/mL de RNasa A i 0,04 µl/mL 

(0,2 µM) de tinció nuclear SYTOX® Green dissolts en aigua desionitzada, i la solució 

de lisi 2 contenia 85,6 mg/mL de sacarosa, 15 mg/mL d’àcid cítric i 0,04 µl/mL de tinció 

nuclear SYTOX® Green, dissolts en aigua desionitzada. La fluorescència d’emissió 

associada al SYTOX® Green es va detectar amb el làser blau amb una línia 

d’excitació de 488 nm i un filtre de 530/30, i la fluorescència associada a l’EMA es va 

detectar amb el làser blau amb una línia d’excitació de 488 nm i un filtre de 670. 

 

http://bdbiosciences.com/sg/instruments/facscalibur/index.jsp
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Figura 18. Finestres d’anàlisi de la línia cel·lular LFA55 en l’assaig de MN per 
citometria de flux (FCM) per obtenir la freqüència de MN i el bloqueig en G2/M. A) 

FSC-A vs SSC-A. Inclou els events que són 1/100 de la mida del nucli (FSC) i 1/100 de la 
granularitat del nucli (SSC). B) DAPI-W vs DAPI-A. La finalitat de la finestra de discriminació 
de doblets és excloure els events que tenen uns valors elevats de fluorescència DAPI. C) 
Histograma de DAPI-A. Exclou els events que tenen fluorescència DAPI més petits que 
1/100 de la població en G1. D) DAPI-A vs SSC-A. Aquesta finestra inclou tots els nuclis i 
events que tenen una granularitat i fluorescència d’1/100 de la població en G1. E) DAPI-A 
vs FSC-A. Inclou tots els nuclis i events que tenen una mida i fluorescència d’1/100 de la 
població en G1. F) EMA-A vs DAPI-A. L’estratègia d’anàlisi dels events EMA positiu i EMA 
negatiu permet l’exclusió dels events apoptòtics o necròtics. G) DAPI-A vs FSC-A. Els 
events que compleixen totes les condicions descrites es classifiquen en aquest gràfic on 
podem distingir els nuclis i els MN. Els MNs es defineixen com els events entre 1/100 i 1/10 
de la fluorescència associada al DAPI dels nuclis 2n. H) Histograma DAPI-A. Els nuclis 
acceptats en la classificació final es poden analitzar pel contingut de DNA utilitzant la 
fluorescència DAPI per mesurar les cèl·lules bloquejades en fase G2/M.  
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3.4. Assaig de supervivència cel·lular 
3.4.1. Comptador Beckman-Coulter  

Es van sembrar 1x105 cèl·lules U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 i U2OS 

FANCAcorrected-YFP-FANCD2, 2x104 de la línia de HNSCC VU1131-T2.8 i VU040-T 

o 5x104 dels fibroblasts primaris FA551 i PN, per duplicat en plaques de 6 pous. En el 

cas dels assajos funcionals per l’estudi del fenotip dels clons obtinguts sense 

expressió de FANCA, a les 24 hores, es va procedir amb el tractament de l’agent 

mutagènic MMC amb una corba de dosis de 1 a 100 nM, que es va deixar actuar 72 

hores a 37 ºC i en atmosfera del 5 % de CO2. En la validació de l’efecte dels fàrmacs 

antitumorals en les línies HNSCC i fibroblasts primaris, a les 4-6 hores després del 

plaqueig, es va procedir amb el tractament dels fàrmacs a una corba de dosis de 0,1, 

0,3, 1, 3 i 10 µM i també, amb l’agent mutagènic MMC a una corba de 1 a 100 nM, i es 

van deixar actuar durant 7 dies a 37 ºC i en atmosfera del 5 % de CO2. Seguidament, 

es van tripsinitzar les cèl·lules i es van comptar utilitzant el comptador Z series Coulter 

Counter (Beckman-Coulter). Els resultats es van expressar com la disminució de la 

supervivència respecte els controls no tractats per a cada línia cel·lular analitzada. 

3.4.2. Assaig de sulforodamina en plaques de 96 pous 

La segona validació dels compostos antitumorals candidats es va determinar utilitzant 

l’assaig colorimètric de sulforodamina B (SRB) (Skehan et al., 1990). Es van utilitzar 

plaques de 96 pous i es van sembrar 1.000 cèl·lules/pou de les línies HNSCC 

VU1131-T2.8, VU1365-T i VU1604-T 100 cèl·lules/pou dels fibroblasts primaris FA551 

i PN en un volum final de 100 µl. A les 4-6 hores, es van tractar les cèl·lules amb els 

compostos antitumorals seleccionats amb una corba de dosi de 0,01-10 µM, realitzant 

6 repliques per cada concentració. Els pous dels extrems de la placa es van descartar 

per evitar l’evaporació del medi. 

També, es va afegir el mateix volum de medi en alguns pous a part per tal de 

determinar el valor del background al finalitzar l’experiment. Després d’un mínim de 3 

divisions cel·lulars o una setmana de creixement, es va procedir amb la fixació de les 

cèl·lules adherides amb àcid tricloracètic (TCA) al 30 % durant 1 hora a temperatura 

ambient, per tal de preparar el pH i millorar la unió de la proteïna SRB. Es va descartar 

el medi+TCA de les plaques abocant-lo a la pica. Es van rentar les plaques 

submergint-les 6 vegades en aigua de l’aixeta per tal d’eliminar el TCA i es va eliminar 

l’excés d’aigua amb paper. Després, es van deixar assecar els pous fins que no es va 

observar humitat a dins. Es van tenyir les cèl·lules amb 40 µl/pou de SRB al 0,4 % 
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dissolt en una solució d’àcid acètic al 1 % i es va deixar durant 30 minuts a 

temperatura ambient en agitació suau. Es va descartar la solució de SRB de les 

plaques abocant-les a la pica i es van submergir tres vegades en una solució d’àcid 

acètic al 1 % per tal d’eliminar la unió inespecífica del colorant. L’excés d’àcid acètic es 

va eliminar i els pous es van deixar assecar a temperatura ambient fins que no es va 

observar humitat. Es van afegir 200 µl de solució Tris 10 mM a pH 10 i es van incubar 

les plaques a temperatura ambient en agitació per tal de solubilitzar i homogeneïtzar la 

SRB. L’absorbància es va mesurar utilitzant el lector de microplaques (SunriseTM, 

Tecan) i es va mesurar la seva absorbància a 495 nm. La viabilitat cel·lular es va 

calcular per cada pou de la manera següent: 

(OD495 de les cèl·lules tractades - OD495 del medi) / (OD495 de les cèl·lules control - OD495 del medi) * 100 

La concentració mitjana màxima inhibitòria (IC50) es va determinar realitzant línies de 

tendència logarítmiques i extrapolant els valors en l’equació utilitzant el programa 

GraphPad. Per determinar quins fàrmacs eren millors candidats pel tractament dels 

tumors sense afectar el creixement de les línies primàries, es va calcular una ràtio 

dividint la IC50 de la línia no tumoral FA551 entre la mitjana de les IC50 de les 3 línies 

tumorals VU1131-T2.8, VU1604-T i VU1365-T. 

3.5. Assaig de Western blot 

Per tal d’observar l’expressió de FANCA o la monoubiquitinació de la proteïna 

FANCD2, es van sembrar 2x105 cèl·lules U2OS, U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 o 

U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2 en cada pou d’una placa de 6 pous. En l’estudi 

de l’efecte dels fàrmacs reactivadors de la ruta FA/BRCA, a les 4-6 hores es van 

tractar amb el compostos seleccionats a concentracions 1 i 10 µM i en el cas de 

l’estudi de l’efecte dels fàrmacs antitumorals en línies de HNSCC, a concentracions 1, 

5 i 10 µM. A les 24 hores, es va procedir amb el tractament de l’agent mutagènic HU a 

dosi 2 mM o MMC a dosis 0,5, 1 i 2 mg/ml, afegint el volum adient en el medi de cultiu i 

es va deixar actuar 24 hores. Les cèl·lules es van recol·lectar per raspat i es van lisar a 

4 ºC amb el tampó de lisi que contenia RIPA 1X, inhibidors de fosfatases, inhibidors de 

proteases i nucleasa benzonasa 1000X. Els lisats es van incubar a 37 ºC en agitació 

constant durant 10 minuts. i es van sonicar mantenint les mostres a 4 ºC, a una 

amplitud del 25 %, durant 15 segons i a freqüència constant, utilitzant l’aparell de 

sonicació Branson Digital Sonifier S-250D (Emerson Industrial). Seguidament, es va 

procedir amb una centrifugació dels eppendorfs a 12.000 rpm, durant 5 minuts a 4 ºC. 

Per tal de carregar a cada pouet una quantitat de proteïna equivalent, es van 
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quantificar els lisats amb el kit BCA Protein Assay utilitzant un lector de microplaques 

(SunriseTM, Tecan) i es va mesurar la seva absorbància a 595 nm. Després, es van 

reduir les mostres amb el tampó de càrrega Laemmli que contenia Tris-HCl 0,31 M a 

pH de 6,8, glicerol al 25 %, SDS al 10 %, blau de bromofenol al 0,125 %, -

mercaptoetanol 1,5 M i aigua miliQ en proporció 5:1, els volums dels quals van 

dependre del volum de tampó de lisi prèviament afegit. Les mostres es van escalfar a 

una temperatura de 95 ºC durant 5 minuts en un termobloc (Heatblock Digital 2-Block, 

VWR International, ref. 460-0103) per tal d’evitar la formació d’agregats, es va 

sotmetre a un pols de centrífuga i es van carregar en un gel de poliacrilamida del 6 % 

on es va utilitzar acrilamida del 30 %, tampó Tris-HCl 0,5 M a pH 6,8, tampó Tris-HCl 

1,5 M a pH 8,8, SDS al 10 %, APS al 10 % i TEMED. Es van carregar entre 25-50 µg 

de cada mostra així com el marcador de pes molecular de proteïnes (PageRuler Plus 

Prestained Protein Ladder). Es va utilitzar un voltatge de 80 V fins que el front blau de 

l’electroforesis va travessar el gel concentrador i després, es va pujar a 100 V fins 

aconseguir que la banda del marcador de pes molecular d’interès arribés al final. Les 

proteïnes es van transferir a una membrana de nitrocel·lulosa utilitzant el kit iBlot® 2 

Dry Blotting System. Les membranes amb el material transferit es van bloquejar per tal 

d’impedir unions inespecífiques amb l’anticòs. La solució de bloqueig contenia llet 

desnatada en pols al 5 % diluïda en tampó de rentat TBST, preparat a partir de TBS i 

tween 20 al 0,1 %. La membrana es va deixar en agitació durant un temps mínim 

d’una hora i després, es va incubar durant tota la nit a 4 ºC amb l’anticòs utilitzant les 

dilucions esmentades a la taula 4 dissolt en solució de bloqueig i azida sòdica al 0,01 

%. Al dia següent, es van realitzar 2 rentats de 10 minuts i 1 rentat de 5 minuts de la 

membrana amb el tampó de rentat TBST i es va incubar durant 1 hora a temperatura 

ambient amb la solució d’anticòs secundari utilitzant les dilucions esmentades a la 

taula 5. Després, es va realitzar 1 rentat ràpid i 2 rentats de 5 minuts amb el tampó de 

rentat TBST i 1 rentat de 5 minuts amb el tampó de rentat TBS 1X. Finalment, es va 

utilitzar el kit de detecció quimioluminiscent Pierce ECL western Blotting Substrate que 

va ser analitzat per l’aparell revelador sensible a quimioluminiscència GeneGnome 

(Syngene).  

 
Taula 4. Anticossos primaris utilitzats per la tècnica de WB 

 

Proteïna Pes molecular Anticòs Dilució Referència 

FANCD2 166 kDa -FANCD2 1:2500 (ref. ab2187), Abcam 

FANCA 163 kDa -FANCA 1:2500 (ref. F3165, Sigma-Aldrich) 

Vinculina 124 kDa -Vinculina 1:5.000 (ref. ab18058, Abcam) 
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Taula 5. Anticossos secundaris utilitzats per la tècnica de WB. 

3.6. Anàlisi de la localització de FANCD2 al lloc del dany  
3.6.1. Observació de foci nuclears de YFP-FANCD2 al lloc del dany per 

microscopia  

Es van sembrar 2x105 cèl·lules U2OS, U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 o U2OS 

FANCAcorrected-YFP-FANCD2 per duplicat en plaques de 35 mm ibidi® (ref. 81156) 

per tal de realitzar els assajos funcionals per l’estudi del fenotip dels clons obtinguts 

sense expressió de FANCA. A les 4-6 hores, es va procedir amb el tractament de 

l’agent mutagènic HU a dosi 2 mM. A les 24 hores es van rentar les cèl·lules amb 2 ml 

de PBS 1X i es van fixar amb 2 ml d’una solució de PFA al 4 % dissolt en PBS durant 

15 minuts. Es va aturar la fixació amb 2 rentats de PBS i es van tenyir les preparacions 

amb 15 µl de DAPI a 2 µg/ml. Les imatges es van obtenir per microscopia confocal 

utilitzant l’aparell Leica TCS SP5 del Servei de Microscopia de la facultat de ciències 

de la UAB, utilitzant l’objectiu de 60 augments. 

3.6.2. Observació de foci nuclears de FANCD2 endògena al lloc del dany per 
immunofluorescència 

Es van sembrar 2x105 cèl·lules U2OS, U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 o U2OS 

FANCAcorrected-YFP-FANCD2 sobre un cobreobjectes col·locat en pous d’una placa 

de 6, i a les 4-6 hores es van tractar amb els compostos candidats reactivadors de la 

ruta FA/BRCA. Al dia següent, es va procedir amb el tractament d’HU a dosi 2 mM 

durant 24 hores. Seguidament, es van rentar les cèl·lules amb 2 ml de PBS i es van 

fixar amb 2 ml d’una solució de PFA al 4 % dissolt en PBS durant 15 minuts. Es va 

aturar la fixació amb 2 rentats de PBS i es van permeabilitzar les cèl·lules amb tritó X-

100 al 0,5 % en PBS durant 10 minuts. Es van bloquejar les cèl·lules en suau agitació 

durant 15 minuts. amb una solució de bloqueig formada per PBS al 5 % de BSA i al 

0,05 % de tween-20. Després, es va realitzar la incubació amb 40 µl d’anticòs primari 

(taula 6) dissolt en solució de bloqueig durant tota la nit a 4 ºC en una cambra humida 

per evitar l’evaporació. Al dia següent, les cèl·lules es van rentar amb solució de 

bloqueig durant 15 minuts i es van incubar amb l’anticòs secundari marcat amb 

fluorocrom (taula 7) en solució de bloqueig. L’excés d’anticòs secundari no unit 

específicament es va rentar dues vegades, una amb solució de bloqueig en agitació 

suau i durant 15 minuts i la segona amb aigua destil·lada durant 5 minuts. Es van 

Anticòs Dilució  Referència 

Cabra -conill 1:5.000 (ref. sc-2004, Santa Cruz Biotechnology) 

Cabra -ratolí 1:5.000 (ref. sc-2005, Santa Cruz Biotechnology) 
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deixar assecar els cobreobjectes i es van tenyir les preparacions amb 15 µl de DAPI a 

2 µg/ml. Les imatges es van obtenir utilitzant el microscopi de fluorescència del nostre 

laboratori amb l’objectiu de 100 augments. 

 
Taula 6. Anticossos primaris utilitzats per l’assaig d’immunofluorescència. 

 
Taula 7. Anticossos secundaris utilitzats per l’assaig d’immunofluorescència. 

3.7. Cribatge de fàrmacs per millorar el fenotip Fanconi 
 

3.7.1. Validació de la tècnica adaptada a plaques de 96 pous utilitzant 
fàrmacs ja descrits en la literatura com a compostos amb efectes 
beneficiosos per les cèl·lules Fanconi.  

Els fàrmacs CRD1, CRD3, CRD6, CRD7, CRD10, CRD11, CRD12, CRD17, CRD18 i 

CRD19, es van utilitzar per validar l’assaig de MN per citometria de flux i determinar el 

seu efecte en la millora de la fragilitat cromosòmica i la parada en G2/M, tant 

espontània com induïda per DEB (0,1 µg/ml), formaldehid (200 µM durant 1 hora) i 

acetaldehid (5 mM) utilitzant les tres línies limfoblastoids Fanconi LFA55, LFA88 i 

LFA145. Les concentracions de cada fàrmac es van determinar segons el que estava 

documentat en la literatura i es van estudiar en un rang de 10 µM a 10 mM, i es van 

codificar amb les lletres CRD seguit d’un número i afegint darrera un “.” i un número 

associat a cada concentració utilitzada (.1, .2, .3, .4, .5, .6, .7, .8).  

3.7.2. Cribatge d’una biblioteca de compostos redox 

Un cop validat l’assaig, es va realitzar un cribatge utilitzant la biblioteca redox Screen-

well redox library (ref. BML-2835-0100, 100 µl/pou) obtinguda d’Enzo Life Sciences 

que contenia 84 compostos amb una activitat prooxidant o antioxidant definida (llista 

de compostos mostrada a la taula 8). Els compostos estaven dissolts en dimetil 

sulfòxid (DMSO) a 10 mM i aliquotats en plaques de 96 pous en un volum de 100 

µl/pou. La biblioteca contenia una varietat tant estructural com mecanística de diferents 

classes de compostos, com per exemple, hidroperòxids, polifenòlics, quelants de 

metalls, tiols, segrestadors de tiols, segrestadors de radicals i moduladors de glutatió, 

així com també, petites molècules que mimetitzen l’activitat enzimàtica de la SOD i la 

Proteïna Pes molecular Anticòs Dilució  Referència 

FANCD2 166 kDa -FANCD2 1:2500 (ref. ab2187), Abcam 

Anticòs Dilució  Referència 

Alexa Fluor 488 Cabra -ratolí 1:5.000  (ref. A11034, ThermoFischer Scientific) 
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glutatió peroxidasa. Aquesta biblioteca va ser molt interessant ja que alguns d’aquests 

fàrmacs ja s’estan utilitzant en assaigs clínics, altres són suplements alimentaris o 

suplements nutricionals i per tant ja estan testats com a segurs per l’ús humà. Els 

compostos es van mantenir a −20 ◦C fins el seu ús. Es van utilitzar a una concentració 

de 100 µM i es va determinar el seu efecte en millorar el percentatge de MN i cèl·lules 

bloquejades en fase G2/M, tant de forma espontània com induïda per DEB (0,1 µg/ml), 

formaldehid (200 µM durant 1 hora) i acetaldehid (5 mM). També es van codificar amb 

les lletres CRD seguit d’un número i afegint darrera un “.” i un número associat a la 

concentració utilitzada. 

 
Taula 8. Compostos de la biblioteca redox SCREEN-WELL® 

3.7.3. Anàlisi estadístic 

Es va realitzar un total de 39 experiments amb 3 rèpliques de cada condició, on es van 

anar estudiant l’efecte dels compostos per separat, tot i que entre experiments 

s’anaven solapant els fàrmacs. L’anàlisi estadístic es va dur a terme al Servei 

d’Estadística Aplicada de la UAB. Es va utilitzar un model lineal mixte considerant 

l’experiment com a factor aleatori i el medicament, la línia cel·lular i la seva interacció 

com a factors fixes. En les comparacions 2 a 2 entre fàrmacs i controls dins de cada 

línia cel·lular es van ajustar els p-valors amb la correcció de Dunnett. La significació es 

1,2-Ditiol-3-tiona Àcid cafeic Àcid DL-α-lipoic Glutatió Paeonol Terbinafina·HCl 

AA-861 Cantaxantina DTT Gosipol Fenidona 
tert-

Butilhidroquinona 

Ambroxol CAPE 
D-α-

Tocoferilquinona 
HBED·HCl·H2O Piceatanol Tetrametilpirazina 

Anetol tritiona Capsaicina D-γ-Tocoferol Hinoquitiol Probucol Tiourea 

Apigenina Captopril Ebselen Hidroquinona Procisteina Timoquinona 

Àcid ascòrbic Àcid carnòsic EPA Ibuproxam Prometazina·HCl 
Succinat de 

tocoferol 

Palmitat d’ ascorbil Carvedilol 
Epigalocatequina 

galat 
Idebenona 

Àcid 
protocatecuic 

Trolox 

Baicaleina CDC Esculetina L-Ergotioneina Resveratrol U74389G maleat 

Bakuchiol 
Ciclopirox 

etanolamina 
Etoxiquina MCI-186 

Palmitat de 
retinil 

U83836E·2HCl 

BHA 
Hidroperòxid 
de cumeno 

ETYA Melatonina Àcid rosmarínic 
 

BHT Curcumina Eugenol N-acetilcisteïna Selenometionina 
 

β-carotè D609 
Àcid ferúlic 

etiléster 
NDGA Seratrodast 

 

β-Lapachone DCHA Genisteina 
N-

Etilmaleimida 
Tanshinone IIA 

 

bis-
demetoxicurcumina 

Diludina Àcid gentísic Cafeat d’ etil TEMPO 
 

Butionina 
sulfoximina 

Disulfiram GERI-BP002A N-Propil galat TEMPOL 
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va determinar amb el valor p i es va graficar amb un * quan va ser menor de 0,05, **, 

menor de 0,01 i *** menor de 0,001. 

L’anàlisi es va realitzar per a cada solvent i inductor. Per analitzar el solvent DMSO de 

la variable MN es va transformar la variable amb el logaritme per tal de corregir 

l’heterogeneïtat dels residus. 

3.8. Estudi in vivo en model de ratolí Fanca-/- tractat amb 
fàrmacs candidats 

Després de realitzar el cribatge de fàrmacs antioxidants per assaig de MN per 

citometria de flux i de seleccionar els fàrmacs que reduïen la fragilitat cromosòmica de 

cèl·lules Fanconi, es va voler estudiar l’efecte dels compostos CRD3 i CRD8 in vivo, 

mesurant els MN en els reticulòcits i eritròcits de la sang de ratolins tractats amb els 

compostos. L’experiment es va dur a terme en col·laboració amb el grup del Dr. Juan 

Bueren del CIEMAT, a Madrid, i supervisat pel Dr. José Antonio Casado i la Dra. Paula 

Río del mateix grup. El model de ratolí que es va escollir va ser el ratolí Fancatm1Faw 

(Anèmia de Fanconi, Grup de Complementació A; mutació dirigida 1, Fre Arwert), amb 

composició al·lèlica Fancatm1Faw/Fancatm1Faw i background genètic 129P2/OlaHsd * FVB 

amb deleció dels exons 4-7 (Cheng et al., 2000). Es van separar 30 ratolins Fanca-/-, 

tots ells mascles. Després d’una setmana d’aclimatació es van randomitzar els ratolins 

per pes i edat en 3 grups experimentals diferents (aigua, CRD3 i CRD8). A l’inici de 

l’experiment els ratolins van tenir un pes d’uns 25 grams i l’edat dels ratolins va ser 

d’entre 12 i 16 setmanes. Els compostos CRD3 i CRD8 es van subministrar en aigua 

bevible filtrada i irradiada amb llum ultravioleta ad libitum. Per tal d’observar els MN en 

les cèl·lules de la sang dels ratolins, va ser necessària l’obtenció de mostres de sang 

durant les setmanes 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16 i 24 tant dels ratolins no tractats com dels 

ratolins tractats amb els dos fàrmacs d’estudi (figura 19).  

 

 

 

Figura 19. Setmanes de sagnat dels ratolins des de que es van administrar els 
fàrmacs CRD3 i CRD8. 
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Els ratolins es van sagnar per un tall a la vena coccígia per obtenir un volum de sang 

de 100 µl i quantificar la freqüència de MN en reticulòcits i eritròcits de manera 

espontània. Addicionalment, es va realitzar una medició dels paràmetres hematològics 

d’hemoglobina, granulòcits, leucòcits, eritròcits i plaquetes utilitzant un comptador 

hematològic automàtic. També, es va monitoritzar el pes dels animals, la ingesta de 

menjar i d’aigua bevible cada setmana. Un cop acabat l’estudi, es van sacrificar els 

animals amb una càmera de gas de CO2 i es va realitzar una anàlisi de l’hematologia i 

la bioquímica bàsica, per conèixer els nivells de glucosa, fosfatasa alcalina, creatinina, 

amilasa, proteïna total i alanina aminotransferasa, i així saber l’estat general de 

l’animal al final del tractament. D’aquesta manera, es va analitzar la freqüència de 

reticulòcits així com el percentatge d’eritròcits madurs i reticulòcits amb MN per 

citometria de flux, seguint el protocol descrit per Balmus i col·laboradors, l’any 2015 

(Balmus et al., 2015). Es va recol·lectar entre 100 i 150 µl de sang de cada animal al 

CIEMAT (Madrid) i es van enviar les mostres en fred al nostre laboratori. Després, es 

van pipetejar 100 µl i es van diluir en 350 µl de solució salina tamponada amb 

bicarbonat (BBS) que contenia 9 g. de NaCl, 0,444 g. de NaHCO3, 800 ml d’aigua 

destil·lada, ajustant el pH a 7,5 i enrasant fins a 1 l. D’aquesta mescla, es van pipetejar 

180 µl en un tub que contenia 2 ml de metanol fred a -75/-85 ºC i es van guardar al 

congelador durant un mínim de 3 dies. Un cop passat aquest temps, es van afegir 12 

ml de BBS fred i es van centrifugar les mostres a 4 ºC i durant 5 minuts a 500 G. Es va 

aspirar el sobrenedant i es van afegir 200 µl de BBS fred. D’aquesta solució, es van 

afegir 20 µl de cada mostra a tubs de citòmetre amb 80 µl de solució d’anticòs que 

contenia 91 µl de BBS, 0,25 µl d’anti-CD71 (ref. 1720-02, SouthernBiotech) i 8,75 µl de 

RNasa. Es van protegir les mostres amb paper d’alumini i es van incubar a 4 ºC en la 

nevera o en gel durant 30 minuts i a temperatura ambient durant 30 minuts. Finalment, 

es van rentar les mostres amb 600 µl de BBS fred, es van centrifugar a 500 G a 4 ºC 

durant 5 minuts, es va eliminar el sobrenedant, es van resuspendre amb 100 µl de 

BBS i es van mantenir a 4 ºC fins el moment de l’anàlisi. Al citòmetre, es van tenyir les 

mostres amb la solució de tinció que contenia iodur de propidi (PI) dissolt en BBS a 2 

ug/ml a 4 ºC durant 30 minuts. Es van adquirir 200.000 events per mostra sempre que 

va ser possible i el nº total d’eritròcits comptats va ser de 4.000.   

3.9. Algoritmes in silico per predir els mecanismes d’acció 
comuns dels fàrmacs candidats CRD3 i CRD8  

En col·laboració amb l’empresa Intelligent Pharma®, es van realitzar algoritmes in 

silico per comparar els mecanismes d’acció dels dos fàrmacs per tal de trobar 



Materials i mètodes 60 
 

mecanismes comuns que poguessin explicar els efectes observats. Es va utilitzar el 

software desenvolupat per ells mateixos anomenat Pythia, el qual proposa dianes 

biològiques a partir de l’activitat biològica de molècules similars descrites en la base de 

dades ChEMBL (CHEMBL, 2017). La molècula d’estudi i els compostos de la base de 

dades són dividits en fragments químics, els quals són comparats utilitzant empremtes 

genètiques com a descriptors moleculars i després es calcula un índex de similitud. La 

certesa amb la qual la molècula interactua amb la diana és determinada per l’índex de 

similitud i l’activitat de la molècula en la diana, la qual es pot trobar en la base de 

dades ChEMBL expressada com a la concentració mitjana màxima inhibitòria (IC50), 

la concentració mitjana màxima efectiva individualment (EC50), la constant d’inhibició 

(Ki), la constant de dissociació (Kd), la concentració mitjana de màxima d’activitat 

(AC50), la concentració mitjana màxima efectiva en poblacions (ED50), la concentració 

mitjana màxima efectiva bioquímicament (XC50), l’activitat i la potència.  

3.10. Sistema cel·lular de detecció de foci de FANCD2 per 
microscopia de fluorescència 

3.10.1. Generació de la línia cel·lular U2OS FANCA-/-  

L’expressió del gen FANCA es va eliminar en la línia cel·lular U2OS per la tecnologia 

d’edició gènica XTN™ TALENs de Transposagen. A més a més dels plasmidis que 

codifiquen per les dues TALENs també es va utilitzar un plasmidi (anomenat 

surrogate-FANCA) que utilitza l’expressió de les proteïnes fluorescents vermella (red 

fluorescent protein, RFP) i verda (green fluorescent protein, GFP) per tal de detectar 

els clons cel·lulars que van patir el silenciament dels gens. Per la transfecció dels 

plasmidis, es van plaquejar 300.000 cèl·lules/pou en plaques de 6 pous i es van 

incubar durant tota la nit a 37 ºC, 5 % de CO2 i 95 % d’humitat. Els plasmidis van ser 

dissenyats per dirigir-se a l’exó 1 del gen FANCA i les seqüències de reconeixement 

de la nucleasa TAL es mostren a continuació, on en blau apareixen els llocs d’unió i en 

vermell la regió de tall.  

5’ TAGGCGCCAAGGCCATGTCCGACTCGTGGGTCCCGAACTCCGCCTCGGGCCA 3’  

Després de 24 hores, es van preparar 3 eppendorfs amb 250 µl de medi Optimem per 

les diferents condicions: un control sense plasmidi, 1 µg del plasmidi surrogate-FANCA 

i 1 µg del plasmidi surrogate-FANCA junt amb 0,5 µg dels plasmidis amb cada braç del 

TALEN. Es va afegir tampó d’elució en cada mostra fins arribar a un volum final de 30 

µl i es van deixar a temperatura ambient durant 5 minuts. Paral·lelament, es va 
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preparar una solució Mix amb 30 µl de Lipofectamine® 2000 en 750 µl de medi 

Optimem (taula 9).  

Taula 9. Quantitats de DNA utilitzades dels plasmidis surrogate-FANCA i TALENs i 
volums de reactius de transfecció. 

Es van pipetejar 260 µl de la Mix en cadascun dels eppendorfs que contenien els 

plasmidis i es van deixar incubant durant 20 minuts a temperatura ambient. Passat 

aquest temps, es va eliminar el medi complet de les cèl·lules U2OS prèviament 

plaquejades i es va afegir medi complet sense plasmocín. Seguidament, es van 

transfectar les cèl·lules de cada pou amb les solucions dels eppendorfs preparats i es 

van deixar durant 4 hores a 37 ºC. Després, es va eliminar el medi i es va afegir medi 

complet amb plasmocín i es van incubar les cèl·lules a 37 ºC. Durant els dies 2, 3, i 4 

es van anar observant les cèl·lules al microscopi de fluorescència fins que van 

expressar la fluorescència verda i vermella en el cas del surrogate-FANCA + TALEN, 

la fluorescència únicament vermella en el cas del control surrogate-FANCA sense les 

TALEN, o no es va detectar fluorescència en el control sense transfecció de plasmidis. 

Un cop observada aquesta fluorescència, mitjançant citometria de flux preparativa (cell 

sorting) amb l’aparell BD FACSJazz™ del Servei de citometria de l’IBB, es va realitzar 

un sortejament cel·lular de la mostra transfectada amb el plasmidi surrogate-FANCA 

(figura 20B) i la mostra transfectada també amb els dos plasmidis amb les nucleases 

TALEN (figura 20B), utilitzant el filtre de 530/30. El citòmetre va plaquejar una única 

cèl·lula per pou en plaques de 96 pous de les cèl·lules fluorescents seleccionades.  
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    A       B 

Figura 20. Finestres d’anàlisi del citòmetre FACSJazz™. A) Fluorescència únicament 

vermella corresponent a la transfecció del plasmidi surrogate-FANCA sense les nucleases 
TALEN. B) Fluorescència verda i vermella corresponent a la transfecció del plasmidi 
surrogate-FANCA amb les nucleases TALEN. Imatge cedida per una companya del 
laboratori. 

Quan les cèl·lules van aconseguir la confluència, es va comprovar l’expressió de la 

proteïna FANCA per WB. Aquelles mostres on no es va veure expressió de proteïna, 

es van seqüenciar per comprovar que les nucleases TALEN havien actuat en el lloc 

dissenyat i havien escindit una part del gen, implicant una proteïna no funcional. 

Només es va necessitar una ronda de transfecció de TALEN i d’expansió clonal per 

mutar els al·lels del genoma de les cèl·lules U2OS. Es va utilitzar com a control WT la 

línia cel·lular U2OS parental. Dels clons confirmats per seqüenciació amb la mutació 

truncadora de la proteïna FANCA, es va seleccionar un que no expressés de manera 

estable la fluorescència verda per tal de que no interferís posteriorment en la 

transfecció del plasmidi que contenia la proteïna fluorescent groga (yellow fluorescent 

protein, YFP) fusionada amb FANCD2 (YFP-FANCD2). 

3.10.2. U2OS FANCA-/- estables per YFP-FANCD2  

Per la transfecció estable del plàsmid que contenia la proteïna YFP-FANCD2, el qual 

va ser proporcionat pel Dr. K. J. Patel (Pace et al., 2002), es van plaquejar 500.000 

cèl·lules de la línia cel·lular U2OS FANCA-/- obtinguda en un pou d’una placa de 6 i es 

van incubar durant 24 hores a 37 ºC. Després, es va preparar una solució Mix amb 2,5 

µg de DNA del plasmidi YFP-FANCD2 en 250 µl de medi Optimem. En paral·lel, es va 

preparar una solució Mix amb 7,5 µl de Lipofectamine® 2000 en 250 µl de medi 

Optimem i es va deixar incubant 5 minuts a temperatura ambient. Seguidament, es van 

barrejar els 250 µl de les dues solucions Mix i es van va deixar incubant durant 20 

minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, es van pipetejar 500 µl al pouet 

de cèl·lules i es va deixar durant tota la nit a 37 ºC. Després, es va eliminar el medi i es 
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va afegir medi complet amb plasmocín i es van incubar les cèl·lules a 37 ºC. Durant els 

dies 2, 3, i 4 es van anar observant les cèl·lules al microscopi de fluorescència fins que 

van expressar la fluorescència verda corresponent a l’expressió de FANCD2-YFP. Per 

enriquir la població cel·lular estable per la proteïna FANCD2 verda fluorescent, es van 

realitzar dues rondes de purificació de les cèl·lules fluorescents mitjanant cell sorting. 

Per tal de tenir un control vàlid per realitzar posteriorment el cribatge de fàrmacs, un 

cop es va aconseguir la línia U2OS FANCA-/- estable per la proteïna YFP-FANCD2, 

també es va corregir la línia transfectant-li el plasmidi FANCA-PGK proporcionat pel 

Dr. Juan Bueren (Gonzalez-Murillo et al., 2010) que contenia la proteïna FANCA WT 

de manera estable per tal de tenir tant la línia FANCA-/-, com la corregida amb el 

mateix fons genètic. Un cop feta la transfecció de FANCA WT es va comprovar la seva 

expressió per WB. A partir d’ara, aquestes dues línies s’anomenaran U2OS FANCA-/--

YFP-FANCD2 (línia FANCA-/-) i U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2 (línia FANCA 

corregida). 

3.11. HCS per reactivar la ruta FA/BRCA  

Una vegada es va obtenir la línia cel·lular FANCA-/- estable per la proteïna YFP-

FANCD2, es va realitzar el cribatge de 3802 fàrmacs al laboratori del Dr. Thomas 

Helleday al Science for Life Laboratory, Institut Karolinska, Estocolm, Suècia. Les 

biblioteques de compostos que es van utilitzar van ser: 

- Llibrería Prestwick (Prestwick Chemical Library®). 1200 compostos 

majoritàriament aprovats per la FDA. 

- Llibería Selleck (Selleckchem). 1368 compostos, molts d’ells aprovats per la 

FDA. Entre ells s’inclouen 378 inhibidors de cinases permeables disponibles 

comercialment de diferent diversitat estructural que inclouen, entre d’altres, 

receptors tirosina cinases (RTKs), proteïna cinasa C (PKC), cinases Janus 

(JAK) i cinases depenent de ciclines (CDK). 

- Llibrería Tocriscreen (Tocris). 1119 compostos biològicament actius que 

cobreixen un ampli rang de dianes farmacològiques. 

- 115 compostos sintetitzats en el mateix laboratori del Thomas Helleday. 

 

3.11.1. Transferència dels compostos a les plaques, plaqueig i fixació de les 
cèl·lules per l’obtenció de les imatges 

El cribatge de compostos es va dur a terme en plaques de 384 pous (ref. 353962) 

obtingudes de BD Falcon. Es van utilitzar 52 plaques i es va analitzar l’efecte dels 
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compostos per duplicat en 2 dosis diferents (1 µM i 10 µM). Dels 384 pous de la placa, 

se’n van aprofitar 308, ja que es van descartar els dels extrems per evitar l’evaporació 

del medi. Es van transferir 148 compostos per placa en 2 dosis diferents: 1 µM (5 

nl/pou) i 10 µM (50 nl/pou) utilitzant l’aparell Echo® 550 Liquid Handler de Labcyte i es 

va reservar la columna 23 pels controls negatiu i positiu tal i com es mostra a la figura 

21. El control negatiu corresponia a les cèl·lules FANCA-/- sense tractament de cap 

compost i el control positiu a les cèl·lules corregides amb el gen FANCA. Tots els 

compostos estaven dissolts en DMSO a una concentració de 10 mM i la concentració 

final de DMSO per pouet va ser del 0,01 % en la dosi de 1 µM, 0,1 % en la dosis de 10 

µM i els pous controls contenien 0,1 % de DMSO. Els duplicats es van realitzar en 

diferents plaques i, per tant, les plaques 1-26 contenien els mateixos compostos que 

les plaques 27-52. 

Figura 21. Distribució dels compostos en les plaques del cribatge. Les columnes 1 i 24 

i les files A i P no es van utilitzar pel plaqueig cel·lular per evitar l’evaporació del medi. Es 
van utilitzar 52 plaques i cada placa contenia 148 compostos diferents. Les files B-H 
contenien els fàrmacs a dosi 1 µM (5 nl/pou) i les files I-O els mateixos fàrmacs a dosi 10 
µM (50 nl/pou). La columna 23 no contenia cap fàrmac i es van plaquejar únicament les 
cèl·lules U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2 pel control positiu i les cèl·lules U2OS 
FANCA

-/-
-YFP-FANCD2 pel control negatiu, sense cap fàrmac.  

Una vegada transferits els compostos, les plaques es van segellar per calor amb 

l’aparell PlateLoc Thermal Microplate Sealer, d’Agilent, per evitar l’evaporació i es van 

guardar a 4 ºC fins el dia següent. 24 hores més tard, es van plaquejar 2.000 
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cèl·lules/pou en 50 µl de medi complet sense plasmocín utilitzant el dispensador de 

reactius Multidrop™ Combi, de ThermoFisher Scientific i es van deixar a l’incubador a 

37 ºC i 5 % de CO2. Al dia següent es van pipetejar 5 µl d’HU a dosi de 22 mM per 

aconseguir una concentració final de 2 mM utilitzant l’aparell dispensador esmentat 

anteriorment. Es van guardar a l’incubador a 37 ºC i 5 % de CO2 i després de 24 hores, 

es va aspirar el medi de totes les plaques utilitzant l’aparell de rentat de plaques 

ELx405 Select Deep Well Washer, de Biotek. Es van afegir 25 µl de PFA dissolt en 

PBS al 4 % utilitzant el dispensador de reactius i es van deixar les plaques a 

temperatura ambient durant 15 minuts. Es va aspirar el PFA utilitzant l’aparell de rentat 

i es van afegir 25 µl de Hoechst a concentració 2 µM dissolt en PBS utilitzant el 

dispensador. Es va incubar a temperatura ambient durant 15 minuts protegint les 

plaques de la llum amb paper d’alumini. Finalment, es va rentar 3 vegades amb 50 µl 

de PBS utilitzant l’aparell de rentat. Per últim, es va afegir 50 µl de PBS amb azida 

sòdica al 0.05 % i es van guardar fins el seu anàlisi a 4 ºC en condicions de foscor.  

3.11.2. Obtenció d’imatges per microscopia  

Les imatges es van realitzar amb el microscopi ImageXpress, de Molecular Devices, 

acoblat al braç robòtic VALet™, de ThermoFisher Scientific, per la manipulació de les 

plaques automàticament. Es van realitzar 6 imatges/pou tant dels nuclis detectant el 

Hoescht i utilitzant el filtre DAPI-5060C amb una longitud d’ona d’excitació de 482/35 

nm i d’emissió de 447/60 nm amb l’objectiu de 10 augments, com de la formació dels 

foci, utilitzant el filtre YFP-2427B amb una longitud d’ona d’excitació de 500/24 nm i 

d’emissió de 542/27 nm per la detecció de l’expressió de YFP-FANCD2, ambdós amb 

l’objectiu de 40 augments. Les imatges es van guardar en un servidor i es van 

descarregar des d’una base de dades del propi laboratori. Paral·lelament, es va 

preparar un programa per l’anàlisi de les imatges i la detecció de foci amb el software 

CellProfiler (Broad Institute) utilitzant els controls negatius i positius (figura 22).  

 

 

 

 

 

https://www.moleculardevices.com/systems/high-content-imaging/imagexpress-micro-xls-widefield-high-content-analysis-system
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                               A                                                            B             

  
Figura 22. Detecció dels nuclis amb presència o absència de foci amb el software 
d’anàlisi Cell Profiler. El programa d’anàlisi no va detectar foci en els nuclis de les imatges 

obtingudes dels pous que contenien la línia U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 utilitzada com a 
control negatiu (A), però sí que en va detectar en els pous que contenien la línea U2OS 
FANCAcorrected-YFP-FANCD2 utilitzada com a control positiu (B). 

Es va dur a terme un experiment pilot utilitzant tant el control positiu com negatiu per 

determinar el valor del factor Z’ utilitzant la fórmula de la figura 23. No obstant, els 

compostos candidats identificats amb el programa es van confirmar visualment amb 

les imatges.  

 

Figura 23. Càlcul del factor Z’ de l’assaig cel·lular utilitzat pel cribatge. 

 



Materials i mètodes 67 
 

3.11.3. Validació dels fàrmacs candidats reactivadors de la ruta FA/BRCA  

Per tal de confirmar l’efecte dels fàrmacs potencialment reactivadors de la ruta 

FA/BRCA, es va realitzar una validació dels candidats. La validació es va dur a terme a 

distància en dues etapes realitzant una primera part al Science for Life Laboratory, on 

es van transferir els compostos a les plaques de 384, i una segona part al laboratori de 

la UAB on es van plaquejar les línies cel·lulars U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 i U2OS 

FANCAcorrected-YFP-FANCD2. Finalment, les plaques es van tornar a enviar a 

Estocolm per tal d’obtenir les imatges al mateix microscopi.  

Per l’assaig de validació de reactivadors de la ruta FA/BRCA, es van estudiar els 

compostos per triplicat a dosis de 1 i 10 µM tal i com es mostra a la figura A1 de 

l’apartat d’annexos. Es van plaquejar 3.000 cèl·lules/pou en 50 µl de medi utilitzant les 

línies cel·lulars U2OS FANCA-/--YFP-FANCD2 i U2OS FANCAcorrected-YFP-

FANCD2. 24 hores després, es va afegir 5 µl d’HU 22 mM, per tal d’aconseguir una 

concentració final de 2 mM i a les 24 hores es van fixar les cèl·lules. Per la fixació, es 

va seguir el mateix protocol que en el primer cribatge, però en aquest cas, utilitzant 

pipetes multicanal.  

3.12. HCS per trobar fàrmacs antitumorals pel tractament dels 
HNSCCs Fanconi 

Paral·lelament al cribatge de fàrmacs reactivadors de la ruta FA/BRCA, es van voler 

identificar compostos que podrien tenir un efecte antitumoral no genotòxic per tractar 

els tumors dels pacients Fanconi. Així doncs, aprofitant que en les plaques del cribatge 

inicial es van realitzar 4 imatges/pou per detectar el Hoescht utilitzant el filtre DAPI-

5060C amb una longitud d’ona d’excitació de 377/50 nm i d’emissió de 447/60 nm i 

l’objectiu de 10 augments. Es va dissenyar un programa amb el software Cell Profiler 

per tal de tenir un recompte dels nuclis totals per pou després del tractament amb cada 

compost i del tractament amb la HU a dosi de 2 mM (figura 24).  
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Figura 24. Programa dissenyat per la detecció dels nuclis a partir de les imatges 
obtingudes per microscopia. 

3.12.1. Primera validació dels compostos antitumorals del cribatge  

Es van seleccionar tots aquells fàrmacs que tinguessin associades les etiquetes 

d’antitumoral i antineoplàsic en la llista dels 3802 compostos del cribatge i que 

reduïssin la viabilitat més d’un 20 % (figura 25), tant a la dosi de 1 com de 10 µM, en 

comparació amb el control sense tractar. Després, es va revisar en la literatura el 

mecanisme d’acció de tots ells i únicament es van seleccionar els que no induïssin 

dany en el DNA. Així doncs, es va realitzar una primera validació tractant la línia de 

fibroblast primari FA551 i la línia ja utilitzada en el cribatge inicial U2OS FANCA-/-, per 

veure quins eren tòxics únicament en la línia tumoral. La validació es va dur a terme a 

distància en el mateix moment que la dels fàrmacs reactivadors i es va estudiar cada 

fàrmac per duplicat a dosis 1 i 10 µM, tal i com es mostra en la figura A2 de l’apartat 

d’annexos, però en aquest cas, sense el tractament amb HU. Es van plaquejar 250 

cèl·lules/pou de les 2 línies cel·lulars en 30 µl de volum final i la fixació es va realitzar 

després d’una setmana de creixement. Com a control de dany, es va afegir una corba 

de dosis de MMC de 1 a 100 nM. Els resultats es mostren codificats amb les lletres 

CAT més un número, en referència als fàrmacs candidats antitumorals. 
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A                                B 

 
              Recompte ~ 2.000 nuclis                    ~ 200 nuclis 

Figura 25. Recompte de nuclis utilitzant el software d’anàlisi Cell Profiler. El programa 

dissenyat va recomptar automàticament els nuclis totals per pou després del tractament 
amb cada compost a partir de les 4 imatges/pou obtingudes pel microscopi amb l’objectiu 
de 10 augments i va colorejar els nuclis detectats. A) Control negatiu sense tractament de 
fàrmac antitumoral (recompte aproximat de 2.000 nuclis). B) Efecte del fàrmac epirubicina-
HCl en la viabilitat cel·lular (recompte aproximat de 200 nuclis).  

3.12.2. Segona validació dels compostos antitumorals del cribatge  

Més tard, es va observar que altres compostos que no estaven catalogats com a 

antineoplàsics i antitumorals, portaven associades les etiquetes de diferents dianes 

terapèutiques com EGFR, VEGFR, HDAC, mTOR i PI3K. Es van filtrar els fàrmacs que 

havien produït una toxicitat de més del 50 % a una dosi de 10 µM i se’n van 

seleccionar 51. Com que el límit de fàrmacs per fer la segona validació era de 150, es 

van afegir tots els compostos que, tot i que no portessin associades aquestes 

etiquetes, tinguessin associades dianes d’altres rutes de senyalització que tampoc 

danyen el DNA, entre d’altres JNK, RAF, ALK o PIM, i es van seleccionar els fàrmacs 

que a una dosi de 1 µM produïssin una reducció de més del 50 % de la viabilitat en el 

cribatge inicial i també, es van afegir els millors que ho feien a 10 µM. Tots aquests 

fàrmacs també es van validar per veure l’efecte en les línies tumorals Fanconi. En 

aquest cas, es van tractar les línies cel·lulars HNSCC VU1131-T2.8, VU1604-T i 

VU1365-T i els fibroblasts primaris FA551. Aquest cribatge també es va dur a terme a 

distància i es va estudiar cada fàrmac per duplicat a una dosi de 1 µM, tal i com es 

mostra en la figura A3 de l’apartat d’annexos. En aquest cas, es van plaquejar 250 
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cèl·lules/pou en 30 µl en les 3 línies cel·lulars i la fixació es va realitzar després d’una 

setmana de creixement. Com a control de dany, també es van afegir les dosis de MMC 

de 10 i 33 nM. Els resultats es mostren codificats amb les lletres CAT més un número, 

en referència als fàrmacs candidats antitumorals. 

3.13. Estudi in vivo dels fàrmacs CAT2 i CAT29 en la disminució 
del volum de xenoempelts tumorals Fanconi injectats en el 
llom de ratolí 

Per tal de portar més enllà l’estudi dels dos fàrmacs seleccionats i estudiar el seu 

efecte en un model in vivo, es va implantar la línia de HNSCC VU1131-T2.8 en el llom 

de 32 ratolins. Els ratolins utilitzats van ser les soques immunodeprimides amb 

mutacions homozigòtiques en els gens NOD-SCID, els quals tenen malmès el 

desenvolupament de limfòcits B i T (mutació SCID) i una deficiència en la funció de les 

cèl·lules natural killer (mutació NOD), i són ideals per l’estudi de la implantació de 

xenoempelts de tumors humans, per tal d’evitar el rebuig d’aquests per part dels 

ratolins. Els ratolins utilitzats van ser dels 2 sexes, tenien entre 6 i 9 setmanes d’edat i 

se’ls hi va injectar una barreja en proporcions 1:1 de cèl·lules HNSCC VU1131-T2.8 i 

matrigel en el llom dret. Els animals van ser monitoritzats 3 vegades per setmana i es 

va valorar el pes i el volum del tumor fins que els tumors van assolir una mida 

d’aproximadament 150 mm3. Després, els animals es van agrupar de forma al·leatòria 

per volum de tumor i sexe en 4 grups experimentals i es va començar a administrar el 

tractament. Cada grup constava de 8 animals i es corresponien a l’administració de 

CAT2 i el seu vehicle, i a la de CAT29 i el seu vehicle. L’administració va ser oral de 

manera forçada utilitzant una sonda i els tractaments es van administrar 5 dies per 

setmana. Els animals es van anar controlant i monitoritzant 3 vegades per setmana 

valorant el seu pes i volum del tumor fins que els tumors van arribar a una mida 

d’aproximadament 1.000 mm3. Per finalitzar l’experiment, els animals es van 

eutanasiar i els tumors es van extreure quirúrgicament i es van pesar. La meitat dels 

tumors es van processar per conservar-los fixats en formalina i embeguts en parafina a 

temperatura ambient i l’altra meitat es va congelar a -80 ºC. 
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4. Resultats 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PROJECTE 1. Cribatge de fàrmacs antioxidants i 
antiinflamatoris pel tractament crònic de l’anèmia 

de Fanconi 
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4.1. Validació de l’assaig de MN per citometria de flux en les 
cèl·lules Fanconi 

Es va avaluar si es podia detectar amb l’assaig de FCM el dany causat pel tractament 

dels agents inductors DEB, formaldehid i acetaldehid, utilitzant la línia cel·lular LFA55 i 

els tres agents van incrementar considerablement la freqüència de MN i la parada en 

G2/M respecte el control sense tractar, com també es va veure que aquests marcadors 

estaven elevats de manera espontània en comparació amb la línia WT (figures 26A i 

26B).  

    LFA55 cell line (FANCA-/-) 
 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Assaig de MN en les línies limfoblastoids FA55 i FA139 després del 
tractament amb diferents agents inductors d’ICL. Les cèl·lules es van tractar amb DEB 

(0,1 µg/mL), formaldehid (200 µM, durant 1 hora) i acetaldehid (5 mM) durant 72 hores i es 
van processar les mostres segons s’ha descrit en l’apartat 3.3 dels materials i mètodes. El 
gràfic mostra la mitjana ± SEM d’almenys 3 experiments independents realitzats per 
triplicat. A) Finestres d’anàlisi de l’assaig de FCM on es mostra l’augment dels dos 
biomarcadors en la línia LFA55 després del tractament amb DEB. B) Els tres compostos 
incrementen la freqüència de MN i el bloqueig de les cèl·lules en fase G2/M en la línia 
Fanconi LFA55, en comparació amb la línia WT LFA139, on no hi ha increment després del 
tractament amb DEB. També, es mostra que la línia LFA55 té una freqüència basal de MN i 
parada del cicle cel·lular en G2/M augmentada en comparació amb la línia WT LFA139.  

A 

B 
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4.2. Efecte dels fàrmacs ja descrits en la literatura com a 
compostos beneficiosos en les cèl·lules Fanconi i cribatge 
d’una biblioteca redox 

Figura 27. Esquema resum del projecte 1. 

Inicialment es va avaluar per l’assaig de FCM l’efecte de 10 compostos antioxidants i 

inhibidors de p38 que ja estaven descrits en la literatura com a potencialment 

beneficiosos per les cèl·lules Fanconi (taula 10). Aquests compostos apareixen 

codificats com a CRD1, CRD3, CRD6, CRD7, CRD10, CRD11, CRD12, CRD17, 

CRD18 i CRD19.  
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Fàrmac Model d’estudi Referències 

n-acetilcisteïna in vitro, in vivo 
(Reliene and Schiestl, 2006, Ponte et al., 

2011, Ponte et al., 2012, Columbaro et al., 
2014). 

tempol in vivo (Zhang et al., 2008). 

àcid α-lipoic in vivo (Ponte et al., 2012). 

cisteamina in vivo (Grompe et al., not published) 

alda-1 
es proposa el 

seu ús 
(Perez-Miller et al., 2010, Neubauer et al., 

2015, Van Wassenhove et al., 2016). 

resveratrol in vitro, in vivo 
(Columbaro et al., 2014, Zhang et al., 

2014) 

quercetina 
in vivo, assaig 

clínic fase I 
(Li et al., 2012), assaig clínic 

NCT01720147. 

doramapimod in vitro (Liu et al., 2014) 

dasatinib in vitro (Liu et al., 2014) 

danazol in vitro (Liu et al., 2014) 

Taula 10. Fàrmacs ja descrits en la literatura amb un efecte beneficiós en l’anèmia de 
Fanconi. 

Després, es van voler identificar nous compostos que poguessin millorar o prevenir el 

fenotip de les cèl·lules Fanconi a partir del cribatge d’una biblioteca de 84 fàrmacs 

majoritàriament antioxidants, també codificats com a CRD. A la figura A4A de l’apartat 

d’annexos es mostren els 8 gràfics corresponents a l’efecte de tots els fàrmacs en la 

inestabilitat cromosòmica del primer cribatge utilitzant la línia cel·lular LFA55 després 

del tractament amb DEB, com també el tractament amb l’acetaldehid i el formaldehid I 

en condicions basals. S’observa que els compostos CRD2, CRD3, CRD4, CRD8, 

CRD9, CRD10, CRD11, CRD13, CRD14, CRD15, CRD16, CRD17 i CRD18 van 

disminuir tant la freqüència de MN com la parada en G2/M en aquesta línia cel·lular, 

en un o més tipus de dany. És per això que aquests fàrmacs es van seleccionar per tal 

de validar i demostrar el seu efecte en les línies Fanconi LFA88 i LFA145 (figura A4B i 

A4C de l’apartat d’annexos). També, es van incloure els compostos CRD1, CRD6, 

CRD7, CRD12 i CRD19, degut a que ja estaven descrits prèviament com a 

beneficiosos en la literatura tot i que en aquest primer cribatge no se n’observés cap 

efecte positiu, per tal d’observar si es confirmava el seu potencial tractant-los en una 

altra línia Fanconi amb un fons genètic diferent. D’altra banda, els compostos CRD21, 

CRD34, CRD37, CRD61, CRD50, CRD51, CRD57 i CRD66 es van descartar 

d’incloure’ls en el segon cribatge ja que revisant la literatura no es va considerar que 

fossin adequats per tractar els pacients Fanconi de manera crònica. S’observa que els 

compostos CRD3 i CRD17 disminueixen la fragilitat cromosòmica i la parada en G2/M 

tant en la línia cel·lular LFA88 com la LFA145 de manera espontània, el que els faria 

bon candidats pel tractament dels pacients ja que aquests no acostumen a estar 

exposats a cap tipus de dany extern com els utilitzats per aquest cribatge. Els fàrmacs 
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CRD3, CRD11 i CRD17 van disminuir els dos biomarcadors quan es va induir el dany 

amb el DEB, el CRD8, CRD14, CRD15, CRD16, CRD17 i CRD18 després del 

tractament amb acetaldehid i el CRD3, CRD8, CRD11, CRD14, CRD17 i CRD18 amb 

el formaldehid, tots ells en les dues línies cel·lulars utilitzades LFA88 i LFA145. 

L’efecte de tots aquests fàrmacs, excepte el del CRD14 amb el dany causat pel 

formaldehid, ja s’havia observat en el primer cribatge amb l’ús de la línia cel·lular 

LFA55 i per tant, es valida el seu efecte. En canvi, els compostos CRD4, CRD8, 

CRD14 i CRD15 van millorar el dany induït amb el DEB, el CRD2, CRD4, CRD5 el 

dany causat per l’acetaldehid i el CRD1 i CRD10 quan les cèl·lules es van exposar al 

formaldehid, únicament en la línia cel·lular LFA88. D’altra banda, el CRD9 i el CRD18 

van reduir el dany causat pel DEB, el CRD12 i CRD9 el de l’acetaldehid i el CRD12 el 

del formaldehid, només en la línia cel·lular LFA145. Els gràfics de les figures A4 de 

l’apartat d’annexos s’han obtingut a partir de les dades detallades a la taula A1 del 

mateix apartat, on s’especifiquen tots els resultats obtinguts del primer cribatge junt 

amb els de les validacions, i apareix cada compost amb l’efecte en cadascun dels 

biomarcadors (freqüència de MN i bloqueig en G2/M) en les diferents línies cel·lulars i 

els diferents tipus de dany induïts. D’altra banda, a la taula A2 de l’apartat d’annexos 

es mostren les dades corresponents als fàrmacs que redueixen significativament els 

dos biomarcadors, classificats de la mateixa manera que les dades de la taula A1 de 

l’apartat d’annexos. Junt amb aquesta taula, es mostren també 24 gràfics 

corresponents a les dades de la taula A2 de l’apartat d’annexos i on es mostren els 

fàrmacs potencialment candidats per reduir la inestabilitat cromosòmica en les cèl·lules 

Fanconi (figura A5).  

Considerant tots els resultats obtinguts, els millors candidats van ser el CRD3, CRD17, 

CRD18, CRD8, CRD11 i CRD14, ja que redueixen la fragilitat cromosòmica en 

almenys 3 tipus de dany diferents i aquest efecte es confirma, la majoria de vegades, 

en 2 o 3 línies cel·lulars Fanconi. Tot i això, per moure’ns a experiments in vivo i tractar 

models murins Fanconi es va haver de fer una selecció més exhaustiva de tots els 

fàrmacs antioxidants candidats, ja que no era viable disposar de tants animals. 

Finalment, es van seleccionar els compostos CRD3 i CRD8, pel seu bon perfil de 

toxicitat reportat en la literatura i el seu mecanisme d’acció similar. Tots dos fàrmacs 

tenen un benefici potencial molt bo pel tractament dels pacients Fanconi com a 

fàrmacs de reposició, són barats i es poden prendre oralment. A la figura 28 es 

mostren els resultats obtinguts en l’assaig de FCM dels dos fàrmacs seleccionats com 

a candidats per tractar els ratolins Fanconi. En aquests gràfics es mostra com el 

compost CRD3.8 redueix significativament tant la freqüència de MN com la parada en 
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G2/M del dany espontani i del dany induït tant pel DEB com pel formaldehid en les 3 

línies cel·lulars. En el cas del dany causat per l’acetaldehid, el compost va disminuir la 

freqüència de MN en les línies cel·lulars LFA55 i LFA88, com també es veu una 

tendència en la reducció de la fragilitat cromosòmica en la línia LFA145 sense arribar a 

ser significativa després de l’anàlisi estadístic aplicat. En referència a la parada en 

G2/M, es va observar una reducció en les línies LFA55 i LFA145 quan es van tractar 

amb aquest tipus de dany. D’altra banda, el compost CRD8.4 mostra una baixada no 

significativa de la freqüència de MN espontània i induïda pel DEB en les línies LFA55 i 

LFA145 i redueix significativament la parada en G2/M en les 3 línies cel·lulars. Pel que 

fa tant al dany causat pel DEB en la línia LFA88, com el dany induït per l’acetaldehid i 

el formaldehid en totes les línies cel·lulars, s’observa una disminució significativa dels 

dos biomarcadors en tots els casos. 
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Figura 28. Efecte dels compostos CRD3.8 i CRD8.4 en la fragilitat cromosòmica i la 
parada en G2/M espontània i induïda per diferents agents inductors d’ICLs en tres 
línies limfoblastoids Fanconi. Les línies cel·lulars LFA55, LFA88 i LFA145 es van tractar 

amb el CRD3.8 (A) i amb el CRD8.4 (B) en absència o presència de DEB (0,1 µg/ml), 
formaldehid (200 µM durant 1 hora) i acetaldehid (5 mM). Els resultats es presenten com la 
freqüència de MN cada 1.000 nuclis o el percentatge de cèl·lules en fase G2/M del cicle 
cel·lular. En el gràfic es mostra la mitjana ± SEM d’almenys 3 rèpliques. El control es 
correspon a la mostra sense tractar i totes les dades estan normalitades amb l’anàlisi 
estadístic. La significació es va determinar amb el valor p i es va graficar amb un * quan va 
ser menor de 0,05, **, menor de 0,01 i *** menor de 0,001. 

4.3. Estudi in vivo en model de ratolí Fanca-/- amb els fàrmacs 
candidats 

4.3.1. Anàlisi de marcadors de fragilitat in vivo en sang de ratolí   

Es van seleccionar els fàrmacs CRD3 i el CRD8 per realitzar els experiments in vivo 

en ratolins Fanconi. Per posar a punt la tècnica, es van utilitzar mostres de sang de 10 

ratolins WT i 10 ratolins Fanca-/- (Cheng et al., 2000) per determinar si hi havia 
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diferències en els biomarcadors d’estudi (percentatge de reticulòcits, reticulòcits amb 

MN i eritròcits madurs amb MN), de manera que es podrien intentar millorar amb el 

tractament dels compostos candidats. En la figura 29 s’observa que els ratolins 

Fanconi presenten nivells més baixos de reticulòcits (figura 29A) en comparació amb 

els WT i un percentatge més elevat de reticulòcits amb MN (figura 29B) i eritròcits 

madurs amb MN (figura 29C), comparat amb els ratolins sans. Per tant, aquests 

biomarcadors es troben alterats en els ratolins Fanconi, el que indica que hi ha un 

dany basal que es pot explicar amb l’alta producció de ROS per la manca d’una ruta 

FA/BRCA funcional associada a la falta de reparació dels ICLs, per inflamació o la 

presència de formaldehid endogen. Aquests biomarcadors, per tant, podrien ser 

millorats amb el tractament dels fàrmacs candidats per tal de veure si es poden igualar 

als valors dels ratolins sans. 
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Figura 29. Fragilitat cromosòmica de les cèl·lules sanguínies en els ratolins Fanconi. 
A partir de mostres de sang de 10 ratolins WT i 10 ratolins Fanconi es van determinar el 
percentatge de reticulòcits (A), la freqüència de reticulòcits amb MN (B) i la d’eritròcits 
madurs amb MN (C). Els resultats es presenten com el percentatge de reticulòcits respecte 
la suma de reticulòcits i eritròcits madurs multiplicat per 100 (A), el número de reticulòcits 
amb MN respecte els reticulòcits totals multiplicat per 100 (B) i el número d’eritròcits madurs 
amb MN respecte els eritròcits madurs totals multiplicat per 100 (C). En el gràfic es mostra 
la mitjana ± SD dels 10 ratolins analitzats en cada grup. L’anàlisi estadístic utilitzat va ser 
una Anova d’un factor amb correcció de Bonferroni.   
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Un cop es van anar tractant els ratolins Fanconi amb els compostos CRD3 i el CRD8, 

ambdós dissolts en aigua bevible, es van enviar mostres des de Madrid d’aquests dos 

grups de tractament junt amb els ratolins control sense tractar, per tal de processar-les 

al nostre laboratori i anar determinant els tres biomarcadors esmentats durant les 

setmanes 1, 4, 6, 8, 12, 16 i 24. Com es veu a la figura 30, en cap d’aquests temps es 

veu una millora del percentatge de reticulòcits (figura 30A), dels eritròcits madurs amb 

MN (30B) ni dels reticulòcits amb MN (30C). No obstant, cal afegir que els primers 

ratolins que van morir van ser del grup control en els dies 82 i 177 després de 

començar el tractament i van morir en cap de setmana, amb la conseqüència que no 

es van poder obtenir mostres de sang quan es van trobar morts.  
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Figura 30. Manca d’efecte dels compostos CRD3 i CRD8 en la fragilitat cromosòmica 
de les cèl·lules sanguínies dels ratolins Fanca-/-. Es van tractar 10 ratolins Fanconi amb 

el compost CRD3 i 10 ratolins Fanconi amb CRD8 dissolent els fàrmacs en aigua bevible, 
com també es va afegir un grup control amb ratolins sense tractar. A Madrid, es van 
extreure les mostres de sang durant les setmanes 1, 4, 6, 8, 12, 16 i 24 i es van processar 
al nostre laboratori segons el protocol descrit a l’apartat X de materials i mètodes i es van 
determinar el percentatge de reticulòcits (A) i la freqüència de MN en reticulòcits (B) i 
eritròcits madurs (C). Els resultats es presenten com el percentatge de reticulòcits respecte 
la suma de reticulòcits i eritròcits madurs multiplicat per 100 (A), el número de reticulòcits 
amb MN respecte els reticulòcits totals multiplicat per 100 (B) i el numero d’eritròcits madurs 
amb MN respecte els eritròcits madurs totals multiplicat per 100 (C). En el gràfic es mostra 
la mitjana ± SD dels 10 ratolins analitzats en cada grup. L’anàlisi estadístic utilitzat va ser 
una Anova d’un factor amb correcció de Bonferroni. 

4.3.2. Supervivència i seguiment dels ratolins Fanca-/- amb els compostos 
CRD3 i CRD8 

En la figura 31 es mostren els resultats de supervivència després d’11 mesos de 

tractament dels ratolins Fanca-/-. El 60 % dels ratolins control van morir o van ser 

sacrificats per pèrdua de més d’un 20 % del pes al final de l’experiment (morts als 82, 

177, 217, 307, 321 i 325 dies post-tractament). Els ratolins van ser sagnats repetides 

vegades durant l’experiment esmentat anteriorment i la seva mort era previsible al llarg 

dels mesos ja que ja s’havia descrit anteriorment que els ratolins Fanca-/- pateixen 

col·lapse de cèl·lules mare hematopoètiques després d’infeccions o pèrdua de sang 

crònica (Walter et al., 2015).  
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Figura 31. Efecte dels compostos CRD3 i CRD8 en la supervivència dels ratolins 
Fanconi. Es van tractar 10 ratolins Fanca

-/-
 amb el compost CRD3 i 10 ratolins Fanca

-/-
 amb 

CRD8 dissolent els fàrmacs en aigua bevible, com també es va afegir un grup control amb 
ratolins Fanca

-/-
 sense tractar. Durant tot l’experiment, quan els ratolins presentaven mal 

aspecte, pèrdua de pes i/o tumors s’anaven sacrificant. Es va finalitzar l’experiment després 
de 357 dies de tractament i es van sacrificar tots els ratolins que quedaven vius. El gràfic de 
Kaplan-Meier mostra el percentatge de ratolins vius que queden al llarg dels mesos.  

És important destacar que les anàlisis patològiques postmortem van indicar que alguns 

ratolins morts del grup control van patir múltiples tumors en la melsa, fetge o pulmó. 

Tot i això, només 2 dels 10 ratolins tractats amb CRD3 van haver de ser sacrificats per 

pèrdua de pes i presentaven algun tipus de tumor (morts als 325 dies post-tractament). 

També, de manera molt interessant, tots els ratolins del grup tractats amb CRD8 

estaven vius i sans al final de l’experiment. Addicionalment, es va realitzar una medició 

dels paràmetres hematològics i es va determinar el nivell de plaquetes (figura A6A 

d’annexos), eritròcits (figura A6B d’annexos), leucòcits (figura A6C d’annexos), 

hemoglobina (figura A6D d’annexos) i granulòcits (figura A6E d’annexos) fins els 11 

mesos que va durar l’experiment i cal destacar que els valors de tots aquests 

paràmetres no van variar al llarg dels mesos ni tampoc es van observar diferències 

entre grup control i grups amb tractament. No obstant, no s’ha descrit que els ratolins 

Fanconi patissin fallada hematològica i, per tant, el fet de no mostrar un fenotip sever 

complica que es pugui observar una millora d’aquests biomarcadors. També, cada 

setmana es va monitoritzar el pes dels animals, la ingesta de menjar i la d’aigua 

bevible i durant tot l’estudi s’observa que els animals tractats amb CRD3 i CRD8 

menjaven i bevien menys, respecte el grup control (figura A7A i A7B d’annexos), i, per 

tant, el pes dels animals d’aquests grups també va ser menor (figura A7C d’annexos). 

Un cop acabat l’estudi, es van sacrificar els animals i es va realitzar un anàlisi de la 

bioquímica bàsica, per conèixer els nivells de glucosa (figura A8A), proteïna total 
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(figura A8B), amilasa (figura A8C), fosfatasa alcalina (figura A8D), creatinina (figura 

A8E) i alanina aminotransferasa (figura A8F), per tal de saber l’estat general de 

l’animal al final del tractament. Els valors de glucosa van ser menors en els dos grups 

que van rebre tractament de fàrmacs antioxidants respecte el grup control, el que 

podria indicar una millora de la salut general dels animals que explicaria els resultats 

de la supervivència prolongada. La resta de valors no es van veure afectats, i per tant, 

sembla que els compostos administrats crònicament no alteren els paràmetres 

bioquímics analitzats.  

4.4. Algoritmes in silico per predir els mecanismes d’acció 
comuns dels fàrmacs candidats CRD3 i CRD8  

Finalment, l’empresa Intelligent Pharma® va realitzar algoritmes utilitzant el software 

Pythia in silico per predir els mecanismes d’acció dels dos fàrmacs per tal de trobar 

mecanismes comuns que puguin explicar els efectes observats. Tal i com es mostra a 

la taula 11, es va predir que el CRD3 i el CRD8 tenen com a diana diferents proteïnes 

que podrien reduir el dany oxidatiu, incrementen la reparació del DNA o directament 

reparen els ICLs. Per tant, tindriem mecanismes comuns que podrien explicar la 

millora del fenotip Fanconi en el ratolí, com per exemple, menys producció de ROS, 

una incrementada reparacio del DNA o una inflamació disminuïda. Per tant, en aquest 

estudi es proposa els compostos CRD3 i CRD8 com a fàrmacs de reposició potencials 

per la teràpia de prevenció del pronòstic Fanconi. 

Funció Dianes predites 
Disminució del ROS 3 

Augmenten la reparació del DNA 5  

Reparació d’ICLs endogens / detoxificació d’aldehids 2  

Taula 11. Predicció de dianes biològiques obtingudes amb el software Pythia de 
l’empresa Intelligent Pharma®. 
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PROJECTE 2. Cribatge de fàrmacs per reactivar 
la ruta FA/BRCA 
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4.5. HCS per recuperar la deficiència de la proteïna FANCA  

Figura 32. Esquema resum del projecte 2.  

 

4.5.1. Generació de la línia cel·lular U2OS FANCA-/- amb expressió estable de 
la proteïna fluorescent YFP-FANCD2  

Per tal de poder realitzar un HCS per reactivar la ruta FA/BRCA no funcional, es va 

posar a punt un sistema cel·lular basat en la detecció de foci de FANCD2. Un dels 

requeriments per poder dur a terme el tractament dels fàrmacs amb la infraestructura 

de cribatge va ser el d’utilitzar la línia cel·lular d’osteosarcoma U2OS, extensament 

utilitzada en aquest àmbit, però amb un fons genètic Fanconi. 
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4.5.1.1. Producció de la línia U2OS FANCA-/- amb la tecnologia TALEN 

Es va recórrer a la tecnologia TALEN per generar els clons en la línia cel·lular U2OS. 

Tal i com es mostra a la figura 33, es van obtenir dos clons, anomenats 2F8 i 2G7 

sense expressió de FANCA per WB. També, es pot observar que després del 

tractament amb MMC, la ruta FA/BRCA estava inactiva ja que no s’observa expressió 

de la segona banda de la proteïna FANCD2 monoubiquitinada. 

 
Figura 33. Anàlisi de l’expressió de FANCA i activació de FANCD2 dels clons  
FANCA-/- obtinguts a partir de la línia U2OS per la tecnologia TALEN. Les cèl·lules es 

van tractar amb MMC a dosis 10 i 33 nM durant 24 hores. Les cèl·lules es van lisar i es va 
observar l’expressió de FANCA i de FANCD2 per WB, utilitzant la vinculina com a control de 
càrrega.   

4.5.1.2. Seqüenciació de FANCA dels clons obtinguts 

Es va comprovar per seqüenciació de l’exó 1 del gen FANCA que s’havia produït una 

deleció que feia perdre el correcte marc de lectura obert (open reading frame, ORF). 

La figura 34A, corresponent al clon 2F8, mostra que s’ha produït l’escissió de 7 parells 

de base de l’exó 1, en canvi, la figura 34B, corresponent al clon 2F8, mostra l’escissió 

de 83 parells de base del mateix exó. 
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A 

FANCA exon 1 sequence of the 2F8 clone 

 
B 

FANCA exon 1 sequence of the 2G7 clone 

Figura 34. Seqüenciació de l’exó 1 del gen FANCA en els clons 2F8 (A) i 2G7 (B). Es 

va extreure el DNA a partir d’un botó cel·lular congelat de cada clon obtingut sense 
expressió de FANCA per WB i es va enviar a seqüenciar amb els encebadors senyalats en 
blau (esquerra) i groc (dret).    

4.5.1.3. Anàlisi de la viabilitat cel·lular dels clons obtinguts 

Es va voler comprovar el fenotip cel·lular dels clons obtinguts per veure si els clons 

eren sensibles al tractament de l’agent inductor d’ICLs MMC i es va estudiar la seva 

viabilitat cel·lular. La figura 35 mostra la corba de supervivència tant de la línia U2OS 

WT, utilitzada com a control sa, com dels 2 clons obtinguts sense expressió de FANCA 

i s’observa com els dos clons tenen una sensibilitat molt similar a la MMC, bastant més 

elevada que la de la línia control. Per tant, es confirma que aquestes línies tenen un 

fenotip Fanconi. 
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Figura 35. Sensibilitat a la MMC dels clons FANCA-/-. Es va utilitzar els clons 2F8 i 2G7 i 

el control WT de la línia U2OS i es van tractar a una corba de dosis de MMC entre 1 i 100 
nM. El control sense tractar està normalitzat al 100 % i els resultats es presenten com el 
percentatge de cèl·lules vives respecte les cèl·lules sense tractament. El gràfic mostra la 
mitjana ± SEM d’almenys 3 experiments independents amb resultats similars.  

4.5.1.4. Obtenció de la línia U2OS FANCA-/- estable per l’expressió de YFP-
FANCD2  

Es va seleccionar el clon 2F8 per produir la línia estable per expressió de YFP-

FANCD2 i es va comprovar la seva expressió per WB. La figura 36 mostra l’expressió 

tant de la proteïna FANCD2 endògena com de YFP-FANCD2, aquesta segona de més 

pes molecular. També, es pot observar que després del tractament amb HU, la ruta 

FA/BRCA només es va poder activar en la línia corregida amb el plasmidi FANCA, 

però no en absència de l’expressió d’aquest gen, ja que no s’observa la segona banda 

de la proteïna FANCD2 monoubiquitinada. 

Figura 36. Anàlisi de l’expressió de FANCD2 endògena i YFP-FANCD2 del clon 2F8 
obtingut a partir de la línia U2OS. Les cèl·lules es van tractar amb HU a una dosi de 2 

mM durant 24 hores i les cèl·lules es van lisar i es va observar l’expressió de FANCA i de 
FANCD2 per WB, utilitzant la vinculina com a control de càrrega. La banda superior 
marcada amb un asterisc indica FANCD2-Ub. 
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4.5.1.5. Observació de foci nuclears per microscopia confocal 

La formació de foci de FANCD2 després d’induir el dany en el DNA és un indicador 

molt utilitzat per comprovar que la ruta FA/BRCA funciona perfectament, almenys 

upstream a la monoubiquitinació de FANCD2. Per tal d’identificar compostos que 

puguin recuperar la funcionalitat de la ruta en cèl·lules Fanconi, es va posar a punt 

aquest sistema basat en cèl·lules U2OS FANCA-/- que expressen de manera estable la 

proteïna YFP-FANCD2. Abans de fer el cribatge de compostos, ens vam assegurar 

que aquestes cèl·lules no formaven foci de YFP-FANCD2 després del tractament amb 

dany, i que quan es tornava a expressar la proteïna FANCA, es recuperava la ruta i es 

tornava a veure la formació de foci, el que es va utilitzar com a control positiu. En la 

figura 37A es mostren imatges obtingudes per microscopia confocal on s’observa que 

les cèl·lules U2OS FANCA-/- després d’un tractament de 24 hores amb HU no formen 

foci nuclears i que l’expressió de YFP-FANCD2 és totalment difusa. En canvi, la figura 

37B mostra aquesta mateixa línia cel·lular quan va ser corregida amb la transducció 

d’un plasmidi que contenia la proteïna FANCA WT, i s’observa la recuperació de la 

formació de foci i, per tant, la reactivació de la ruta FA/BRCA. 
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Figura 37. Manca de formació de foci en la línia Fanconi després d’induir trencaments 
de doble cadena en el DNA. A) La línia U2OS FANCA

-/-
-YFP-FANCD2 no pot formar foci 

nuclears després del tractament amb HU. B) La línia U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2 
reactiva la ruta FA/BRCA i forma foci nuclears. Les cèl·lules es van tractar amb HU a una 
dosis de 2 mM, es van fixar a les 24 hores i es van observar amb un microscopi confocal. 

4.5.2. HCS per reactivar la ruta FA/BRCA  

Amb la finalitat de trobar algun fàrmac eficient pel tractament de l’anèmia de Fanconi, 

es va realitzar un HCS utilitzant 3 biblioteques que contenien aproximadament 3800 

compostos, d’entre ells la biblioteca Prestwick, amb 1280 compostos aprovats com a 

medicaments per la FDA. D’aquesta manera, es pretenia descobrir noves indicacions 

de fàrmacs ja utilitzats prèviament pel tractament d’altres malalties i així, seria més 

fàcil arribar a assajos clínics amb els pacients. L’estratègia per dur a terme el HCS es 

basava en que en una línia cel·lular WT quan se li transdueix la proteïna YFP-FANCD2 

i es tracta amb un agent que indueixi el dany en el DNA, es pot observar la presència 

de foci nuclear de la proteïna YFP-FANCD2 (figura 38A). En canvi, una línia FANCA-/- 

amb l’expressió estable de YFP-FANCD2, en presència de dany, no té la ruta 

FA/BRCA funcional i no s’observa la presència de foci de YFP-FANCD2 (figura 38B). 

El que es volia aconseguir després de la realització del cribatge de compostos era 

identificar-ne algun que, en absència de l’expressió de la proteïna FANCA, reactivés la 

ruta FA/BRCA i recuperés la capacitat de formació de foci en presència de dany en el 

DNA (figura 38C). 
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Figura 38. Sistema cel·lular utilitzat per la realització del HCS. A) Ruta FA/BRCA 

funcional en una línia cel·lular WT. B) Ruta FA/BRCA no funcional en una línia cel·lular 
Fanconi. C) Reactivació de la ruta FA/BRCA per un compost en una línia cel·lular Fanconi. 
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Per valorar la qualitat de l’assaig cel·lular es va determinar el factor Z’ en un 

experiment pilot. La mitjana i desviació estàndard de nuclis amb 5 o més foci del 

control positiu va ser de 16,87 ± 3,34 i del control negatiu de 0,086 ± 0,19 i el factor Z’ 

es va determinar en 0,4 (figura 39). 

            3*3,34 + 3*0,19 
           Factor Z’ = 1 -                              = 0,4 

                      (16,87 - 0,086)  

Figura 39. Càlcul del factor Z’ a partir de les dades obtingudes en l’experiment pilot.  

El programa de software dissenyat per l’anàlisi d’imatges dels pous tractats amb les 

biblioteques de compostos va identificar que les cèl·lules corregides utilitzades com a 

control positiu tenien 70 vegades més nuclis amb formació de 5 o més foci (25 %) 

respecte el control negatiu (0,3 %) (figures 40A i 40B). També, va identificar varis 

fàrmacs amb un elevat comptatge de nuclis amb foci (figura A9A de l’apartat 

d’annexos), no obstant, quan es van voler confirmar visualment, es va veure que tots 

ells eren nuclis on el fàrmac o bé era autofluorescent, o bé, havia precipitat, ja que en 

la dosi més alta del compost aquesta fluorescència s’intensificava (figura A9B de 

l’apartat d’annexos). Donat que no es van treure resultats conclusius de l’anàlisi 

automàtic amb el software, paral·lelament, dos membres del laboratori van observar 

les imatges descarregades una per una de manera manual, per veure si es detectaven 

nuclis amb foci que el programa no hagués tingut en compte. D’aquesta manera, es 

van localitzar 37 compostos amb presència d’algun nucli aparentment amb foci (figura 

41). Els compostos identificats com a possibles candidats van ser l’ezetimiba, SB-

SO5124, butalbital, glipzida, talidomida, clormezanona, benserazida, salmeterol, 

bacitracina, àcid quinurènic, PI 828, LY 320135, 5-Iodo-A-85382, JNJ 26854165, 

zatebradina, cidofovir, estradiol, roflumilast, cinchonida, palomid 529, procaïna 

hidroclorur, sulmazol, ibutilide fumarato, ifosfamida, dioxibenzona, tosilat de bretili, 

dimaprita, fenilbutazona, monastrol, SANT-1, AG555, DMNB, PNU 22394, Forskolina i 

PIK-93, Vemurafenib i el compost codificat com a N20 del laboratori del Thomas 

Helleday.  
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Figura 40. Detecció dels nuclis amb 5 o més foci per part del software d’anàlisi en el 
control positiu (línia U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2) en comparació amb el 
control negatiu (línia U2OS FANCA-/- YFP-FANCD2). A) Imatges analitzades pel 

programa de les cèl·lules control. B) Histograma amb la quantificació dels nuclis amb més 
de 5 foci. Les cèl·lules es van plaquejar en pous que contenien els compostos transferits i a 
les 24 hores es van tractar amb HU a una dosi de 2 mM. Al dia següent es van fixar amb 
PFA al 4 % i es van realitzar les imatges automàticament amb el microscopi ImageXpress 
acoblat al braç robòtic VALet. Els resultats s’expressen com el percentatge de nuclis amb 5 
o més foci dividit entre els nuclis totals. 

                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                   

 

 

 

  
         Butalbital (10 µM)            Fenilbutazona (10 µM)   

Figura 41. Exemples de fàrmacs seleccionats amb presència de nuclis amb 5 o més 
foci.  
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https://www.moleculardevices.com/systems/high-content-imaging/imagexpress-micro-xls-widefield-high-content-analysis-system
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4.5.3. Validació dels fàrmacs candidats reactivadors de la ruta FA/BRCA 

Es va procedir a una repetició del tractament dels 37 compostos candidats per validar 

els resultats i es va dur a terme a distància. Veient els problemes associats al primer 

cribatge on la detecció d’autofluorescència va resultar en falsos positius, es va decidir 

directament validar els compostos visualment observant les imatges una a una. 

Després que dos membres del laboratori comprovessin les imatges generades, es va 

decidir estudiar l’efecte dels fàrmacs roflumilast, 5-Iodo-A-85380, ezetimiba, forskolina, 

SANT-1 i AG555, ja que es van tornar a veure nuclis amb foci de YFP-FANCD2 en les 

imatges. També, es va revisar a la literatura el mecanisme d’acció de tots els 

compostos candidats i varis d’ells incrementaven, directa o indirectament, els nivells de 

la PKA i el cAMP. També vam voler incloure com a control positiu el 8-Bromo-cAMP, 

un activador de la PKA. 

4.5.3.1. Anàlisi de la localització de FANCD2 al lloc del dany  

Es va voler validar si els candidats reactivaven la formació de foci amb una tècnica 

més resolutiva, la immunofluorescència clàssica. La figura 42A mostra els nuclis sense 

presència de foci en la línia U2OS FANCA-/- quan es va detectar l’expressió de 

FANCD2 amb l’ús d’un anticòs fluorescent després del tractament amb un dels 

fàrmacs candidats (5-Iodo-A-85380). La figura 42B mostra els comptatges de nuclis 

amb presència de 5 o més foci després del tractament amb els 7 compostos candidats 

i s’observa que cap d’ells va produir formació de foci. Per tant, es conclou que la 

presència de nuclis amb foci de la proteïna FANCD2 observats en el cribatge inicial 

eren falsos positius. 
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Figura 42. Anàlisi de la localització de FANCD2 al lloc del dany després del tractament amb 
els 7 fàrmacs candidats per assaig d’immunofluorescència amb l’ús d’un anticós específic 
contra FANCD2. A) Imatges amb nuclis amb absència o presència de foci en els controls i el 
fàrmac 5-Iodo-A-85382. B) Histograma amb la quantificació dels nuclis amb més de 5 foci . Les 
cèl·lules es van tractar amb els fàrmacs 5-Iodo-A-85380, roflumilast, 8-Bromo-cAMP, SANT-1, 
ezetimibe, forskolin i AG 555 a dosis 10 µM i es van exposar entre 4-6 hores més tard a la HU a 
una dosi de 2 mM durant 24 hores. Les fletxes blanques indiquen les cèl·lules amb foci i els 
resultats s’expressen com el percentatge de nuclis amb 5 o més foci dividit entre els nuclis totals i 
es va utilitzar com a control de formació de foci la línia WT.  
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4.5.3.2. Estudi de la monoubiquitinació de FANCD2  

La monoubiquitinació de FANCD2 en resposta a les lesions del DNA durant la 

replicació és un pas clau per l’activació de la ruta FA/BRCA. Donat que la visualització 

dels foci en els experiments del cribatge era poc clara i evident, es va voler comprovar 

per WB l’expressió de la proteïna FANCD2 monoubiquitinada com un pas previ 

essencial a la formació dels foci que hipotèticament s’havien validat. La figura 43 

mostra WB d’un dels set fàrmacs seleccionats (els altres WB es troben a la figura A10 

de l’apartat d’annexos) i no s’observa, en cap cas, la banda corresponent a FANCD2 

monoubiquitinada en les cèl·lules FANCA-/-, ja sigui sense induir el dany com quan es 

tracten amb l’agent inductor d’ICLs MMC.  

 
Figura 43. Anàlisi de l’expressió de FANCD2 monoubiquitinada després del 
tractament amb AG 555, un dels fàrmacs candidats per reactivar la ruta FA/BRCA. Les 

cèl·lules U2OS FANCA
-/-

 es van tractar amb els fàrmacs candidats a dosis de 1 i 10 µM, 
com també es van exposar a la MMC a dosis de 0,5, 1 i 2 µg/mL durant 24 hores. Les 
cèl·lules es van lisar i es va observar l’expressió de FANCD2 per WB, utilitzant la vinculina 
com a control de càrrega.   

4.5.3.3. Valoració de la fragilitat cromosòmica i parada en G2/M 

Per tal de comprovar la recuperació de la ruta FA/BRCA amb el tractament dels 

fàrmacs candidats, una conseqüència directa seria la millora de la fragilitat 

cromosòmica. Tot i que en els WB no s’observés la presència de FANCD2 

monoubiquitinada, hi ha articles que parlen d’un paper alternatiu de FANCD2 no 

monoubiquitinat en resposta al dany induït per la HU (Chen et al., 2017) i és per això 

que es va voler acabar d’estudiar si la formació de foci, suposadament de la proteïna 

FANCD2 sense monoubiquitinar, era capaç de millorar la fragilitat cromosòmica. Es va 

estudiar la freqüència de MN després del tractament dels compostos amb i sense 

d’induir el dany amb el DEB en la línia limfoblastoid LFA55 (dades no mostrades). Les 

figures 44A i 44B mostren com cap d’aquests compostos seleccionats va ser capaç de 

reduir la freqüència de MN espontània associada a les cèl·lules Fanconi.                                 



Resultats 97 
 

 

                                               

                   

 

 

B 

 

 

 

 

Figura 44. Fragilitat cromosòmica espontània dels fàrmacs candidats com a 
reactivadors de la ruta FA/BRCA. A) Finestres d’anàlisi de l’assaig de FCM de la línia 

LFA139 WT i LFA55 amb i sense tractament del compost. B) Histograma amb la 
quantificació dels MN després del tractament dels 7 compostos. La línia cel·lular 
limfoblastoid LFA55 es va tractar amb els fàrmacs candidats a concentracions 1 i 10 µM. Els 
resultats es presenten com la freqüència de MN cada 1.000 nuclis i es mostra la mitjana ± 
SEM d’almenys 3 experiments independents. El control es correspon a la mostra sense 
tractar i està normalitzat al 100 %. També, s’ha inclòs la línia WT per tenir com a referència 
la freqüència de MN en cèl·lules d’un pacient sa. 
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PROJECTE 3. Cribatge de fàrmacs pel tractament 

de tumors sòlids en l’anèmia de Fanconi 
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4.6. HCS per inhibir el creixement de línies cel·lulars tumorals 
Fanconi  

Figura 45. Esquema resum del projecte 3. 

 

 



Resultats 100 
 

Aprofitant el cribatge realitzat per trobar fàrmacs reactivadors de la ruta FA/BRCA, es 

va filtrar la llista que contenia el nom i descripció de tots els compostos per seleccionar 

aquells que portaven l’etiqueta d’antitumorals i antineoplàsics. D’aquesta manera, 

tenint en compte els comptatges dels nuclis obtinguts en el primer cribatge de les 

cèl·lules tumorals U2OS FANCA-/- després del tractament dels 3802 fàrmacs durant 48 

hores i amb HU durant 24 hores, es van seleccionar tots aquells que reduïssin la 

viabilitat un 20 % en comparació amb el control sense tractar. Així doncs, es van 

obtenir 33 fàrmacs candidats tal i com es mostra a la figura A11 de l’apartat d’annexos, 

els quals es va revisar en la literatura el seu mecanisme d’acció i únicament 9 d’ells no 

induïen el dany en el DNA, senyalats en aquesta mateixa figura amb un asterisc. 

4.6.1. Primera validació dels fàrmacs antitumorals candidats 

Així doncs, es va realitzar una primera validació tractant els 9 fàrmacs en la línia de 

fibroblasts primaris FA551 i la línia ja utilitzada en el cribatge inicial U2OS FANCA-/- per 

veure quins eren tòxics únicament en les línies tumorals. En aquesta validació ja no es 

va induir el dany amb la HU i els compostos es van tractar durant 7 dies. Després del 

tractament, es va fer el recompte dels nuclis per pou amb el software d’anàlisi i es van 

seleccionar els millors 4 fàrmacs, codificats com a CAT1, CAT2, CAT3 i CAT4, que 

produïen una toxicitat més severa en la línia tumoral d’osteosarcoma U2OS FANCA-/- 

en comparació amb els fibroblasts primaris FA551, tant en la dosi de 1 µM com la de 

10 µM (figura A12A de l’apartat d’annexos). També, es pot veure que l’agent inductor 

d’ICLs MMC, utilitzat com a control positiu de dany, és tòxica en les dues línies 

Fanconi utilitzades, ja sigui primària o tumoral (figura A12B de l’apartat d’annexos).  

4.6.2. Segona validació dels fàrmacs antitumorals candidats 

D’altra banda, també es va observar que altres compostos que no estaven etiquetats 

com a antineoplàsics i antitumorals, portaven associades les etiquetes de diferents 

dianes terapèutiques usades en terapia antitumoral, com EGFR, VEGFR, HDAC, 

mTOR i PI3K. Així doncs, es va voler estudiar el seu efecte en les línies de HNSCC 

VU1131-T2.8, VU1604-T i VU1365-T i els fibroblasts primaris FA551. La figura A13A 

de l’apartat d’annexos mostra el percentatge de supervivència obtingut a partir del 

recompte de nuclis de cada pou tractats amb els fàrmacs candidats com a antitumorals 

i la figura A13B de l’apartat d’annexos el tractament amb MMC, utilitzada com a control 

positiu. De tots ells, es van seleccionar els 29 millors fàrmacs que reduïen, almenys en 

una de les 3 línies HNSCC, més del 50 % de la supervivència, i alhora, no ho feien en 

la línia de fibroblasts primaris (figura 46). Tot i això, es van classificar els compostos, 
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els quals tenien un mecanisme d’acció conegut en la literatura, per tal de poder 

catalogar cada fàrmac en un grup comú i així, poder observar si hi havia algun grup de 

fàrmacs que compartien la mateixa diana. Així doncs, les dianes que es van trobar van 

ser MAO-A, FAK, EGFR, ALK, 5HT1B, D2R, PIM1, VEGFR2, SIRT1 i S1PR1. 

D’aquests, es van seleccionar 6 compostos, codificats com a CAT15, CAT17, CAT20, 

CAT22, CAT27 i CAT29, ja que estaven aprovats per la FDA per al tractaments de 

diversos tumors o estaven en fases clíniques.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Fàrmacs aprovats per la FDA o en fase avançada d’assaigs clínics que van 
reduir, almenys, un 50 % del creixement d’alguna de les 3 línies cel·lulars de HNSCC 
però no els fibroblasts primaris. Les línies cel·lulars de HNSCC VU1131-T2.8, VU1604-T 

i VU1365-T i els fibroblasts primaris FA551 es van tractar durant 7 dies amb els compostos 
seleccionats a una dosi de 1 µM. El control sense tractament de fàrmac està normalitzat al 
100 % i els resultats es presenten com el percentatge de cèl·lules vives respecte les 
cèl·lules sense tractament. En el gràfic es mostra la mitjana ± SD de dues rèpliques. 

4.7. Estudi del fenotip cel·lular de fibroblasts primaris i línies de 
HNSCC tractats amb els candidats antitumorals  

4.7.1. Assajos de supervivència cel·lular 

Es va voler confirmar per assajos de supervivència la capacitat dels compostos 

seleccionats d’eliminar selectivament les cèl·lules tumorals Fanconi utilitzant diferents 

dosis del fàrmac, per tal de calcular la IC50 tant de les línies de HNSCC com dels 

fibroblasts primaris, de manera que poguéssim seleccionar més acuradament els 

millors compostos pel tractament dels tumors dels pacients. Es va valorar la resposta 

de les línies cel·lulars de HNSCC VU1131-T2.8, VU1604-T i VU1365-T, els fibroblasts 

primaris FA551 i la línia de fibroblasts primaris PN com a control sa, amb una corba de 

dosis de cadascun dels fàrmacs. Es van realitzar dues validacions diferents dels 

fàrmacs antitumorals, en la primera vam obtenir 4 compostos candidats (CAT1, CAT2, 

CAT3 i CAT4) i es van realitzar corbes de supervivència utilitzant el comptador 
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Beckman Coulter. En la segona validació es van obtenir 6 compostos candidats 

(CAT15, CAT17, CAT20, CAT22, CAT27 i CAT29) i es van realitzar corbes de 

supervivència amb l’assaig de sulforodamina B.  

En la figura A14J de l’apartat d’annexos es mostra l’efecte de l’agent inductor d’ICLs 

MMC utilitzat com a control positiu, i es pot observar que la línia de fibroblasts primaris 

FA551 va ser molt sensible a baixes dosis d’aquest compost en comparació amb els 

fibroblasts primaris PN, de la mateixa manera que les 3 línies de HNSCC Fanconi 

VU1131-T2.8, VU1604-T i VU1365-T i WT VU040-T també van ser molt sensibles a 

aquest fàrmac. Els resultats obtinguts mostren que dels 4 primers compostos que es 

van validar CAT1, CAT2, CAT3 i CAT4 (figures A14A, A14B, A14C i A14D, de l’apartat 

d’annexos), el CAT2 va ser el que a baixes dosis mostrava una toxicitat més elevada 

en la línia HNSCC VU1131-T2.8. Aquest compost, per tant, es va incloure en la 

validació de la resta de compostos per assaig de sulforodamina. En aquest cas, va ser 

també el compost CAT2 (figura 47A) el fàrmac que va mostrar una ràtio d’IC50 de la 

línia no tumoral respecte les línies tumorals més elevada, de 1572 vegades més tòxic, 

seguit del CAT29 (figura 47B) i el CAT22 (figura A14H de l’apartat d’annexos), amb 

una ràtio de 340 i 330, respectivament. Per sota d’aquesta ràtio es troben el CAT27 

(figura A14I de l’apartat d’annexos) i el CAT17 (figura A14F de l’apartat d’annexos), 

amb uns valors de 13,5 i 11. En canvi, els compostos CAT20 (figura A14G de l’apartat 

d’annexos) i CAT15 (figura A14E de l’apartat d’annexos) van tenir una toxicitat bastant 

similar en les línies primàries respecte els HNSCC, obtenint una ràtio d’IC50 de 3 i 1, 

respectivament. A més, les línies cel·lulars no van mostrar una sensibilitat fins a altes 

dosis del compost, el que faria poc efectiu el seu ús. Tots els valors d’IC50 i les ràtios 

calculades es mostren a la figura 47C i es pot comprovar que la ràtio més baixa 

correspon al control positiu de dany al DNA MMC, de 0,2.   
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Figura 47. Efecte dels compostos antitumorals CAT2 i CAT29 en la supervivència de 
les línies de fibroblasts primaris i els HNSCC Fanconi. Les línies de HNSCC VU1131-

T2.8, VU1604-T i VU1365-T i els fibroblasts primaris FA551 es van tractar durant 7 dies 
amb els compostos CAT2 (A) i CAT29 (B) amb una corba de dosi entre 0,03 i 10 µM. La 
ràtio d’IC50 de la línia no tumoral FA551 respecte la mitjana de les 3 línies tumorals es va 
calcular amb el programa GraphPad (C). El control sense tractament de fàrmac està 
normalitzat al 100 % i els resultats es presenten com el percentatge de cèl·lules vives 
respecte les cèl·lules sense tractament. En el gràfic es mostra la mitjana ± SEM d’almenys 
3 experiments independents.  

4.7.2. Ubiquitinació de FANCD2  

Es van seleccionar els compostos CAT2 i CAT29 com a millors candidats per tractar 

els HNSCC Fanconi, per l’alta sensibilitat que van patir les línies tumorals a baixes 

dosis dels fàrmacs en els assajos de supervivència i per la baixa toxicitat per part dels 

fibroblasts primaris. Com que no hi ha res descrit en l’ús d’aquests compostos pel 

tractament de tumors Fanconi, vam voler veure si aquests compostos produïen dany 

en el DNA i, com a conseqüència, activaven la ruta FA/BRCA, el que no els faria 

recomanables pel tractament dels pacients. Com que les cèl·lules Fanconi no tenen la 

ruta FA/BRCA funcional, es va utilitzar la línia U2OS WT per veure si el tractament 

dels fàrmacs activava la monoubiquitinació de la proteïna FANCD2 per WB. La figura 
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48 mostra com ninguna de les dosis utilitzades dels compostos antitumorals CAT2 

(figura 48A) ni CAT29 (figura 48B) incrementa la ràtio de la forma de FANCD2 

ubiquitinada respecte la forma no ubiquitinada, a diferència de la HU, utilitzada com a 

control positiu. 
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Figura 48. Ubiquitinació de FANCD2 amb els fàrmacs antitumorals CAT2 i CAT29. Les 

cèl·lules es van tractar amb els fàrmacs CAT2 (A) i CAT29 (B) a dosis 1, 5 i 10 µM durant 
24 hores i es va utilitzar com a control de dany la HU a 2 mM. Les cèl·lules es van lisar i es 
va observar l’expressió de FANCD2 per WB, utilitzant la vinculina com a control de càrrega. 
Es mostra un diagrama de barres amb la quantificació de les bandes del WB amb la mitjana 
± SEM d’almenys 3 experiments independents. 
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4.7.3. Fragilitat cromosòmica i parada en G2/M  

D’altra banda, tot i observar que el tractament amb aquests fàrmacs no activava la 

ruta, també es va voler comprovar si el tractament dels fàrmacs seleccionats en la línia 

limfoblastoid LFA55 elevava la freqüència de MN i el bloqueig de les cèl·lules en fase 

G2/M, conseqüència directa de la falta de reparació de la ruta FA/BRCA quan aquesta 

és activada. En la figura 49 es pot observar com la fragilitat cromosòmica (49A i 49B) i 

la parada de les cèl·lules en fase G2/M (49C i 49D) no es veuen incrementats, a 

diferència del tractament amb l’agent inductor d’ICLs, DEB, utilitzat com a control 

positiu, indicant que els fàrmacs candidats antitumorals no causen cap tipus de dany 

que requereixi la ruta FA/BRCA per la seva reparació. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LFA139 (WT) + 
DEB (0,1 µg/ml) 

LFA55 (FANCA-/-) LFA55 (FANCA-/-) + 
DEB (0,1 µg/ml) 

LFA55 (FANCA-/-) + 
CAT2 (10 µM) LFA55 (FANCA-/-) + 

CAT29 (5 µM) 

NT DEB 1 5
0

50

100

150

200 LFA55 (FANCA
-/-

)
LFA139 (WT)

CAT29 (M)

M
N

/1
00

0 
nu

cl
ei

NT DEB 1 5 10
0

50

100

150

200 LFA55 (FANCA
-/-

)
LFA139 (WT)

CAT2 (M)

M
N

/1
00

0 
nu

cl
ei

LFA55 (FANCA-/-) + 
CAT29 (5 µM) 

A 

B 



Resultats 106 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 49. Fragilitat cromosòmica i bloqueig en fase G2/M d’una línia cel·lular Fanconi 
després del tractament amb els fàrmacs antitumorals CAT2 i CAT29. A i C) Finestres 

d’anàlisi per citometria de flux. B i D) Histogrames amb la quantificació dels MN i parada en 
G2/M després del tractament dels 2 compostos. Les cèl·lules es van tractar amb els 
fàrmacs CAT2 i CAT29 a dosis 1, 5 i 10 µM durant 24 hores i es va utilitzar com a control de 
dany el DEB a 0,1 µg/mL. Els resultats es presenten com la freqüència de MN cada 1.000 
nuclis o el percentatge de cèl·lules en fase G2/M del cicle cel·lular. En el gràfic es mostra la 
mitjana ± SEM d’almenys 2 experiments independents.  
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4.8. Estudi in vivo dels fàrmacs CAT2 i CAT29 en el creixement 
de HNSCCs en models murins   

Es va implantar de manera subcutània la línia cel·lular de HNSCC VU1131-T2.8 

(FANCC) en el llom de ratolins immunodeprimits, per tal de veure l’efecte del compost 

en un organisme viu. Com que la mitjana de vida d’un ratolí és més curta que la d’un 

humà, el tumor evoluciona més ràpidament i aquest fet ajuda a determinar i predir què 

podria passar al pacient si s’administrés el fàrmac. Així doncs, els tumors van assolir 

un volum d’aproximadament 150 mm3 després de 10 dies d’haver-los implantat i és 

llavors quan es van administrar oralment de manera forçada els fàrmacs CAT2 i 

CAT29 o els seu corresponents vehicles. Els ratolins control, els quals se’ls 

administrava el vehicle, van tenir una taxa de creixement del tumor molt elevada, i va 

ser als 25 dies després de la implantació del tumor i 15 dies després de l’administració 

del tractament, que el tumor va assolir un volum al voltant de 1.000 mm3. En canvi, en 

els ratolins tractats amb els fàrmacs CAT2 i CAT29 després d’aquest temps, els 

tumors van assolir un volum d’aproximadament 200 i 250 mm3, respectivament (figures 

50A i 50B), amb diferències molt significatives respecte els seus vehicles. També, es 

mostra el percentatge del canvi del volum de cadascun dels tumors individualment des 

del començament del tractament fins el final de l’estudi (figures 50C i 50D) i s’observa 

com tots els tumors estan molt per sota del volum dels controls i fins i tot, dos dels 

tumors tractats amb el CAT2 regressionen. De la mateixa manera, la mitjana del pes 

dels tumors al finalitzar l’experiment també va ser molt diferent entre tractaments i 

controls, sent de 0,2 grams aproximadament en els ratolins tractats amb els 

compostos CAT2 (figura 50E) i CAT29 (figura 50F) i de 0,8 i 0,6 grams en els seus 

corresponents vehicles. Les figures 50G i 50I mostren els ratolins eutanasiats just 

abans de realitzar la cirurgia dels tumors, i les figures 50H i 50J els tumors 

resseccionats de cadascun dels grups d’estudi. Es pot veure visualment que les mides 

dels tumors són més grans en els ratolins sense rebre el tractament dels compostos 

antitumorals respecte els controls. No obstant, sembla que el tractament amb aquests 

fàrmacs no és totalment innocu, ja que durant la monitorització dels animals també es 

va controlar el pes de tots ells, i tot i que les mitges de tots els ratolins durant els 

diferents dies que va durar l’estudi no mostren diferències significatives (figures 50K i 

50L), quan es va normalitzar a 0 el valor inicial i es mostra el percentatge de guany de 

pes respecte el començament del tractament, sí que hi ha diferències significatives a 

partir del dia 20 des de la implantació del tumor en ambdós compostos, sent més 

visibles en el CAT2 (figures 50M i 50N). No obstant, en cap cas, la diferència de pes 

va superar el 20 %, i per tant, no va ser necessari parar l’estudi. En la imatge dels 
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ratolins (figures 50G i 50I) s’observa com els ratolins tractats amb CAT2 visualment 

estan molt més afectats en quan al pelatge i les mucoses dels ulls, respecte els 

tractats amb CAT29, i per tant, els efectes secundaris associats a aquest segon 

fàrmac semblen ser molt més favorables.  
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Figura 50. Els fàrmacs CAT2 i CAT29 inhibeixen el creixement tumoral de HNSCC 
implantats de manera subcutània en el llom de ratolins immunodeprimits. A i B) 

Volums dels tumors dels ratolins tractats amb els fàrmacs CAT2 i CAT29 i amb els seus 
corresponents vehicles. C i D) Percentatge del canvi del volum de cadascun dels tumors 
individualment des del començament del tractament fins el final de l’estudi. E i F) Mitjana del 
pes dels tumors dels ratolins tractats amb els compostos CAT2 i CAT29 al finalitzar 
l’experiment. G i I) Ratolins sacrificats al finalitzar l’experiment després del tractament amb 
CAT2 i CAT29. H i J) Tumors resseccionats dels ratolins tractats amb CAT2 i CAT29 
després del sacrifici. K i L) Mitjana del pes dels ratolins tractats amb CAT2 i amb CAT29 
durant els diferents dies que va durar l’estudi. M i N) Percentatge de guany de pes respecte 
l’inici del tractament dels ratolins tractats amb CAT2 i CAT29.  
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5. Discussió 
L’Anèmia de Fanconi és una malaltia genètica rara caracteritzada per múltiples 

anomalies físiques, fallada hematològica i un risc elevat a patir càncer. L’única teràpia 

eficient actual dels pacients Fanconi que pateixen una fallada de moll de l’os és el 

trasplantament de precursors hematopoètics, sempre i quan no aparegui una toxicitat 

al tractament, un rebuig o la malaltia de l’empelt contra l’hoste, ja que estan associats 

a una alta taxa de mortalitat. Les cèl·lules Fanconi són molt sensibles als agents 

inductors d’ICLs i cal anar molt en compte amb la teràpia que s’administra pel 

trasplantament, ja que tenen una sensibilitat incrementada a l’exposició de la 

ciclofosfamida o a la irradiació, els quals s’administren en altes dosis en pacients no 

afectats per aquesta malaltia per tal d’evitar el rebuig i altres complicacions de caràcter 

immunològic. En els últims anys, s’han millorat els protocols de trasplantament en els 

pacients Fanconi administrant l’acondicionament amb fludarabina i la depleció de les 

cèl·lules T en els empelts. No obstant, hi ha pacients que no disposen de donants 

compatibles. Alguns acudeixen al diagnòstic genètic preimplantacional per tal de 

seleccionar un embrió no afectat amb HLA idèntic de manera que, al néixer, faci de 

donant utilitzant la sang del cordó umbilical com una font alternativa de cèl·lules mare 

hematopoètiques. Tot i això, la tècnica és molt costosa i els resultats no tenen molta 

taxa d’èxit (Trujillo and Surralles, 2015). La gran majoria no poden acudir a aquesta 

opció terapèutica i una teràpia alternativa que es pot administrar són els andrògens i 

els factors de creixement hematopoètics per tal de retardar la depleció de les cèl·lules 

mare hematopoètiques. Es tracta d’un tractament que també té efectes secundaris 

associats i no és del tot efectiu. Els andrògens són hormones masculines que 

estimulen la producció d’eritròcits, plaquetes i limfòcits de la sang i l’androgen més 

comunament utilitzat és l’oximetolona. Cal tenir en compte que els pacients responen 

bé als andrògens només si el tractament es comença a una edat primerenca i aquests, 

no tenen una cura permanent, sinó que prolonguen la vida dels pacients. Entre els 

efectes secundaris associats a aquesta teràpia es troba la masculinització, l’acne, el 

creixement accelerat, un tancament prematur de l’epífisis i l’aparició de tumors 

hepàtics (Mulvihill et al., 1975, Moldvay et al., 1991, Touraine et al., 1993, Ozenne et 

al., 2008). D’altra banda, l’administració de factors de creixement hematopoètics fa que 

s’uneixen a receptors específics expressats en la superfície de les cèl·lules mare i dels 

progenitors hematopoètics, i que s’estimuli el seu creixement, de la mateixa manera 

que també activen algunes cèl·lules diferenciades. Alguns d’aquests factors són la IL-3 

recombinant i el G-CSF, i s’ha vist que aquesta teràpia millora els comptatges de 
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neutròfils en molts pacients que ja pateixen una pancitopènia, tot i que els comptatges 

d’hemoglobina i plaquetes no es veuen millorats (Rackoff et al., 1996).  

És per això que encara cal dedicar molts esforços en la recerca per tal de trobar una 

teràpia eficient pels pacients, que tot i que el problema hematològic es pugui 

solucionar trobant un donant compatible hi ha moltes esperances en l’assaig clínic de 

teràpia gènica on es corregeixen les pròpies cèl·lules mare hematopoètiques amb un 

vector lentiviral que conté el cDNA del gen FANCA, per tal de realitzar un 

trasplantament del propi pacient, de manera que es puguin evitar els efectes 

secundaris associats al trasplantament heteròleg, com la toxicitat pulmonar i renal, els 

problemes immunològics, el desenvolupament de càncers secundaris i les 

endocrinopaties. La comunitat científica confia molt en l’èxit d’aquest assaig clínic que 

ja s’està provant en els primers pacients, ja que s’espera que les cèl·lules somàtiques 

que es corregeixen tinguin un avantatge de creixement selectiu i que col·lonitzin el moll 

de l’os de la mateixa manera que succeeix en els pacients Fanconi mosaics.  

No obstant, encara queden molts problemes associats a la malaltia que encara no es 

coneix com abordar. L’absència de la ruta FA/BRCA funcional afecta a la reparació 

dels ICLs en el DNA el que acaba causant mutacions i l’aparició del càncer (Du et al., 

2008, Muller and Williams, 2009), com també s’ha observat que les cèl·lules Fanconi 

són sensibles al dany oxidatiu i els aldehids, el que afecta a la viabilitat i proliferació de 

les cèl·lules mare hematopoètiques (Du et al., 2014). És per això que en aquest estudi 

es va voler realitzar un cribatge de compostos antioxidants i antiinflamatoris per reduir 

el dany oxidatiu en el DNA i prevenir o retardar l’aparició dels tumors, com també 

realitzar un cribatge a gran escala amb compostos de diferent diversitat química per tal 

d’aconseguir que el seu tractament provoqui modificacions bioquímiques que reactivin 

la ruta FA/BRCA des d’una perspectiva molecular. D’altra banda, es va voler trobar un 

fàrmac per inhibir o retardar el creixement tumoral donada l’escassetat d’opcions 

terapèutiques dels pacients un cop són diagnosticats de tumors sòlids, amb una alta 

freqüència de HNSCC.  

El desenvolupament de teràpies específiques i el descobriment de nous fàrmacs en les 

malalties rares té poc interès per la indústria farmacèutica pel temps i diners que 

suposa i la poca probabilitat d’èxit. No obstant, la recerca ha crescut molt en les dues 

últimes dècades (figura 51A) com també els nous fàrmacs aprovats (figura 51B). El 

Consorci Internacional de la Recerca en Malalties Rares (International Rare Diseases 

Research Consortium, IRDiRC) és una iniciativa promoguda pel Consell de la Unió 

Europea (European Union, EU) i pels EEUU, i es va marcar l’objectiu d’aconseguir per 
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l’any 2020 el desenvolupament de 200 noves estratègies terapèutiques per les 

malalties rares, com també innovacions en el diagnòstic i una base de dades global en 

base als registres estatals. L’objectiu de les 200 noves teràpies disponibles ja s’ha 

aconseguit aquest any i entre els nous objectius fins l’any 2027 s’inclou que s’aprovin 

1000 noves teràpies que s’enfoquin en malalties rares sense opcions terapèutiques 

aprovades. Per tant, aquest estudi està contribuint als objectius establerts per 

l’IRDiRC. 

Els avenços en el diagnòstic de les malalties i la farmacogenòmica han permès una 

millora en la seva caracterització, sobretot en les de tipus monogènic. Tot i això, és tot 

un repte desenvolupar tractaments efectius per aquestes malalties ja que hi ha moltes 

mutacions que poden afectar a un únic gen i que resultin amb un fenotip similar, el que 

podria fer que el fàrmac tingués diferents graus d’eficàcia (Sun et al., 2017).  

   A      B 

 

 
Figura 51. Publicacions de malalties rares des de 1996 a 2015 (A). Noves entitats 

moleculars (new molecular entities, NMEs) i llicències per productes biològics (biologics 
license applications, BLAs) aprovats per la FDA (B) (Sun et al., 2017).  

El procés de desenvolupament de nous fàrmacs per les malalties rares és similar al de 

les malalties comuns, i dura entre 10 i 15 anys. Aquest procés inclou la seqüenciació 

del genoma i l’exoma per tal d’identificar una proteïna o enzim diana que causin la 

malaltia per tal de desenvolupar un assaig específic i realitzar un cribatge de 

biblioteques de petites molècules per determinar l’activitat terapèutica dels fàrmacs 

candidats. Aquests assajos poden ser bioquímics, per tal de mesurar l’activitat dels 

enzims o interaccions entre proteïnes o entre proteïnes i DNA, o bé, també es poden 

utilitzar línies cel·lulars modificades per enginyeria genètica per tal de realitzar assajos 

fenotípics i trobar compostos que millorin el fenotip de la malaltia sense conèixer 

exactament la diana específica del fàrmac. Després, es realitza la validació i 

l’optimització d’aquests compostos, el desenvolupament preclínic on s’estudien els 

candidats en models animals per tal de comprovar l’eficàcia i la toxicologia abans de 
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passar a assajos clínics i s’aproven per part de l’Agència Europa del Medicament 

(European Medicines Agency). També, es realitzen assajos clínics de fase I, II i III per 

tal que el fàrmac sigui aprovat per la seva comercialització.  

No obstant, en les malalties rares la recerca busca enfocar-se en el reposicionament 

de fàrmacs, on un compost ja aprovat com a teràpia eficient per una malaltia s’utilitza 

per tractar una malaltia diferent. El procediment és similar al que s’ha comentat en el 

paràgraf anterior però s’utilitzen col·leccions de fàrmacs aprovats enlloc d’una 

biblioteca de compostos de diversitat química, el que fa que els estudis preclínics 

siguin més curts (figura 52). És per això que en aquest estudi es van escollir, entre 

d’altres, compostos disponibles comercialment ja aprovats per l’Administració 

d’Aliments i Medicaments nord-americana (Food and Drug Administration, FDA), de 

manera que anar a assajos clínics sigui molt més fàcil.  

Els medicaments orfes són els productes medicinals que serveixen per diagnosticar, 

prevenir o tractar malalties greus que comprometen la vida i que són rares. Una de les 

condicions necessàries perquè un medicament sigui considerat orfe és que no hi hagi 

un tractament autoritzat per la malaltia i si hi és, ha de proporcionar un benefici 

significatiu respecte l’antic medicament. Se’ls anomena orfes ja que la indústria 

farmacèutica té poc interès per desenvolupar i posar al mercat productes dirigits 

només a una petita quantitat de pacients que pateixen condicions molt rares. Per tal de 

poder desenvolupar un medicament orfe, cal obtenir la designació d’aquest per part del 

Comitè de Productes Medicinals Orfes (Committe for Orphan Medicinal Products, 

COMP) de l’Agència Europea del Medicament, amb base a Londres. Per aconseguir la 

designació és important tenir, almenys, estudis in vivo que demostrin un benefici clar 

del medicament, com també, és important que tots els resultats siguin patentats de 

manera que puguin atraure les indústries farmacèutiques a l’hora de continuar la 

recerca i dur a terme els assajos clínics. És per aquest motiu que aquesta tesi ha estat 

totalment codificada, per tal de protegir els resultats obtinguts amb propietat 

intel·lectual ja que l’objectiu final és poder realitzar assajos clínics en pacients amb els 

fàrmacs identificats i estudiats en aquest treball. 
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Figura 52. Procés de descobriment i desenvolupament de fàrmacs per malalties rares. 
Descobriment de petites molècules (A) i reposicionament de fàrmacs (B) (Ashburn and 
Thor, 2004). 

El cribatge d’un gran nombre de fàrmacs requereix de tècniques de detecció de 

biomarcadors que siguin automatitzables, en aquest cas de les cèl·lules Fanconi, ja 

que resulta molt costós en quant a temps l’ús de tècniques manuals que s’hagin 

d’analitzar per personal molt expert i que requereixin de moltes rèpliques per tal de 

validar els resultats. Per exemple, resultaria molt complicat utilitzar el test clàssic de 

fragilitat cromosòmica per tal d’observar l’efecte de fàrmacs candidats en la reducció 

dels trencaments cromosòmics observant metafases de limfòcits. Així doncs, es va 

posar a punt la tècnica de detecció de MN per analitzar la fragilitat cromosòmica de 

cèl·lules Fanconi en suspensió utilitzant la citometria de flux, tal i com va descriure 

Lukamowicz i col·laboradors l’any 2011 (Lukamowicz et al., 2011). Es va utilitzar la 

tinció seqüencial de DAPI i EMA i es va adaptar el processament de les mostres i 

l’anàlisi a plaques de 96 pous, amb un robot adaptat al citòmetre per l’adquisició de les 

mostres automàticament (Lukamowicz et al., 2011). Tot i que no s’havia descrit l’ús 

d’aquesta tècnica utilitzant la citometria cel·lular pel diagnòstic de l’anèmia de Fanconi 

ni la mateixa línia cel·lular per la determinació de la freqüència de MN, sí que es 

coneixia que les línies cel·lulars deficients per gens Fanconi tenien un increment dels 

MN quan es tractaven amb diferents agents inductors de dany en el DNA, com la MMC 

(Callen et al., 2002b, Rodriguez et al., 2015), el formaldehid (Speit et al., 2000), o la 

radiació ultravioleta (Federico et al., 2016), en comparació amb les línies control 

sanes. Per posar a punt la tècnica i per realitzar el cribatge vam induir el dany amb el 

DEB, ja que el seu ús està altament estandarditzat pel diagnòstic de l’anèmia de 

A 

B 
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Fanconi. D’aquesta manera la freqüència de MN i la parada en G2/M s’incrementaven i 

es podia observar més fàcilment una millora amb el tractament dels fàrmacs 

antioxidants en comparació amb el dany espontani. Com que els pacients Fanconi no 

estan exposats al DEB en condicions normals, també es va induir el dany amb els 

agents inductors d’aldehids acetaldehid i formaldehid, ja que són compostos orgànics 

molt reactius produïts pel metabolisme cel·lular i una font de dany endogen en el DNA, 

que podrien mimetitzar el dany fisiològic que pateixen les cèl·lules constantment. Així 

doncs quan vam valorar els dos biomarcadors amb la presència d’aquests agents, es 

va observar un gran increment en la freqüència de MN i parada en G2/M. Per tant, la 

tècnica de MN per citometria de flux va ser una bona plataforma per tal de tractar amb 

diferents fàrmacs antioxidants i antiinflamatoris i intentar restablir aquests valors 

alterats, però no arriba a ser un sistema d’alt rendiment ja que el tractament dels 

compostos, el processament de les mostres i l’anàlisi d’una placa de 96 pous (estudi 

aproximat de 17 fàrmacs) implica 12 hores d’una persona treballant de manera activa.  

Després de realitzar el tractament dels fàrmacs en diferents línies cel·lulars Fanconi i 

utilitzant el tractament de diferents tipus de dany, els compostos CRD3, CRD8, 

CRD11, CRD14, CRD17 i CRD18 van reduir la fragilitat cromosòmica en almenys 3 

tipus de dany i l’efecte es va confirmar en 2 o 3 línies cel·lulars Fanconi. No obstant, es 

van seleccionar els compostos CRD3 i CRD8 ja que utilitzen la mateixa diana 

farmacològica i actualment s’utilitzen per tractar la mateixa malaltia. A més a més, fa 

dècades que aquests dos fàrmacs s’utilitzen en la clínica i tenen un bon perfil de 

seguretat. D’altra banda, les dosis que s’han utilitzat en aquest treball i que s’ha vist 

que no són genotòxiques són compatibles amb un futur reposicionament. Cal afegir 

que aquests dos compostos es poden prendre oralment i tenen un baix cost. 

Així doncs, vam voler estudiar l’efecte dels dos fàrmacs quan es tractaven de manera 

crònica els ratolins deficients per la ruta FA/BRCA. Hi ha varis models murins generats 

amb deficiències en diferents gens Fanconi com Fancc-/- (Chen et al., 1996, Whitney et 

al., 1996), Fanca-/- (Cheng et al., 2000), Fancg-/- (Yang et al., 2001), Fancl-/- (Agoulnik 

et al., 2002), Fancd2-/- (Houghtaling et al., 2003) i Fancd1Δ27/Δ27 (Connor et al., 1997, 

McAllister et al., 2002). Aquests ratolins són generalment petits, tenen una fertilitat 

reduïda per un desenvolupament anormal de les cèl·lules germinals i una sensibilitat 

molt elevada als agents inductors d’ICLs en les cèl·lules primàries (Parmar et al., 

2009). No obstant, els ratolins Fanconi no desenvolupen anormalitats esquelètiques o 

comptatges anormals en els diferents tipus de cèl·lules sanguínies i per tant no 

desenvolupen de forma espontània l’anèmia aplàsica característica dels humans 
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(Parmar et al., 2009). Els ratolins Fanconi tampoc desenvolupen una fallada de moll de 

l’os espontània, amb l’excepció dels ratolins Fancd2-/-, Fancc-/- o els que tenen una 

mutació hipomòrfica en Fancd1/Brca2Δ27/Δ27, els quals presenten disfuncions de les 

cèl·lules hematopoètiques com la proliferació dels precursors hematopoètics, la 

capacitat de repoblament del moll de l’os, sensibilitat a la MMC i aberracions 

cromosòmiques. Tot i això, es van escollir els ratolins Fanca-/- per tractar-los de 

manera crònica amb els dos compostos candidats ja que més d’un 70 % dels pacients 

Fanconi tenen aquest gen mutat. Tanmateix, primer es va posar a punt la tècnica de 

MN en sang de ratolí per citometria de flux analitzant mostres de ratolins WT i Fanca-/- 

per tal de comprovar si podíem veure diferències entre ells. Els resultats van mostrar 

que els ratolins Fanconi presentaven nivells més baixos de reticulòcits i un percentatge 

més elevat de reticulòcits i eritròcits madurs amb MN, en comparació amb els ratolins 

sans. No obstant, quan els ratolins Fanca-/- es van tractar de manera crònica durant 6 

mesos amb els 2 compostos, no es va observar cap millora significativa en els 3 

biomarcadors estudiats. Cal destacar que els primers ratolins que van morir van ser 

del grup control sense tractament, i no es va poder obtenir sang per determinar 

aquests paràmetres ja que van morir en cap de setmana. Això ha fet que la n del grup 

control s’hagi vist reduïda. A més a més, la tècnica mostra molta variabilitat dels 

resultats obtinguts ja que els valors de pretractament entre els 3 grups van resultar ser 

diferents entre ells, i, fins i tot, en el grup del CRD8, la freqüència de reticulòcits amb 

MN té valors molt similars als ratolins control, i, per tant, aquest grup ja presentava 

valors normals abans de l’administració del compost. L’aspecte més rellevant d’aquest 

estudi en models murins ha sigut que el 60% dels ratolins control van morir o van ser 

sacrificats pel seu estat de salut als 12 mesos que va durar el tractament, a diferència 

del 80 i 100% dels ratolins tractats amb els compostos CRD3 i CRD8, respectivament. 

És important destacar que l’estudi de Walter i col·laboradors l’any 2015 va demostrar 

que tot i que els ratolins Fanca-/- no desenvolupen espontàniament la fallada de moll 

de l’os, el sistema hematopoètic col·lapsa com a resposta fisiològica a infeccions o a 

l’estrès per sagnats crònics constants. Això, podria explicar que varis ratolins del grup 

control patissin una mort prematura com a conseqüència dels sagnats continus que es 

van anar obtenint fins les 24 setmanes, ja que hi ha estudis que han reportat 

experiments amb ratolins Fanca-/- fins a 500 dies de vida (Walter et al., 2015). En 

canvi, sembla que els dos fàrmacs antioxidants protegeixen els animals de la mort i és 

el primer cop que es descriu que un fàrmac pot augmentar la supervivència dels 

ratolins Fanconi. A més a més, els valors de glucosa en sang estaven elevats en els 

ratolins control i es van veure normalitzats amb el tractament dels dos fàrmacs 

antioxidants. Està descrit que els ratolins WT tenen uns nivells de glucosa més baixos 
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en comparació amb els ratolins Fanca-/-, el que podria indicar una millora de l’estat de 

salut general dels animals, que explicaria els resultats de la supervivència prolongada 

ja que alts nivells de glucosa están associats amb diabetes i envelliment (Berglund et 

al., 2008, Li et al., 2012). La resta de valors no es van veure afectats, i sembla que 

aquests fàrmacs administrats de manera crónica no alteren els paràmetres bioquímics 

analitzats.  

No obstant, no tenim un mecanisme d’acció que expliqui per què els fàrmacs van 

protegir els ratolins de la mort prematura ja que des del punt de vista del fenotip 

hematològic no es va observar cap efecte. És per això que vam contactar amb 

l’empresa Intelligent Pharma® per que realitzés algoritmes in silico utilitzant el software 

Pythia per identificar mecanismes d’acció comuns dels compostos CRD3 i CRD8. Es 

va observar que ambdós compostos disminuïen el ROS i la inflamació i augmentaven 

la reparació del DNA a través de diferents dianes farmacològiques. D’altra banda, 

queden pendents estudis amb la melsa, el pulmó i el fetge dels quals es disposen 

mostres parafinades dels diferents ratolins per tal de realitzar talls histològics i 

determinar si els ratolins control tenen els òrgans més envellits amb estudis de 

longitud telomèrica o bé, si tenen infiltrats leucèmics que puguin explicar aquesta 

protecció dels fàrmacs antioxidants davant la mort prematura dels animals control.  

Així com en la literatura hi ha varis estudis on utilitzen els HTS per identificar candidats 

terapèutics pel tractament de diferents malalties, com per exemple, la fibrodisplàsia 

ossificant progressiva (Cappato et al., 2016) o la hiperoxalúria primària de tipus 1 

(Wang et al., 2016), en aquest estudi també es va recórrer a plataformes de cribatge 

de fàrmacs per tal d’utilitzar biblioteques amb gran quantitat de compostos amb un 

potencial terapèutic per curar l’anèmia de Fanconi. Per tal d’avaluar l’eficàcia 

terapèutica dels compostos es va posar a punt un sistema cel·lular fenotípic per tal de 

caracteritzar l’activació de la ruta FA/BRCA amb la presència o absència de formació 

de foci de FANCD2 en les cèl·lules Fanconi després del tractament dels compostos. 

La formació de foci és un pas crític de la ruta ja que només es dona quan FANCD2 és 

monoubiquitinada, i per tant, el que es pretenia era que els compostos actuessin a un 

nivell upstream a aquesta modificació post-traduccional. Els cribatges s’avaluen amb el 

càlcul del factor Z’, i és recomanable que sigui superior al 0,5. En aquest cas, el factor 

Z’ va donar 0,4, però es va considerar que el sistema cel·lular era prou bo per detectar 

si la ruta FA/BRCA era o no activada, així com també el programa de software va 

identificar molt bé els foci en el control positiu però no en el negatiu durant l’experiment 

pilot. El valor baix del factor Z’ es va associar a que la ruta FA/BRCA només pot ser 
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activada quan les cèl·lules es troben en la fase S del cicle cel·lular, i per tant, no totes 

les cèl·lules de les imatges podien ser detectades pel programa com a positives. Es va 

intentar afegir el marcador de proliferació cel·lular EdU en el canal vermell, per tal 

d’enriquir i filtrar la població de cèl·lules en fase S, però aquest marcador va afectar i 

emmascarar la fluorescència associada a la YFP, fent que els foci s’observessin molt 

menys clars i al final, no el vam poder utilitzar. No obstant, un cop es van obtenir les 

dades dels resultats, es va observar que tots els compostos que havia identificat el 

software com a positius en realitat es corresponien a fàrmacs autofluorescents que 

havien agregat i precipitat dins dels nuclis de les cèl·lules i es van considerar com a 

falsos positius. Tot i això, si hi hagués hagut un fàrmac capaç de reactivar la ruta 

FA/BRCA com es reactivava en el control positiu, s’hagués pogut detectar. Tots els 

compostos que es va sospitar que podien reactivar la formació de foci es van 

reanalitzar visualment per dues persones del laboratori i tot i que no es va trobar cap 

compost que activés la ruta d’una manera molt clara, sí que es van observar alguns 

fàrmacs que formaven alguns foci en poques cèl·lules, mai tant intensos ni en tanta 

freqüència com en el control positiu, i que finalment van resultar ser també falsos 

positius. Per tant, tot i que es van testar 3802 compostos, no van ser suficients per 

trobar un reactivador de la ruta FA/BRCA. Tot i això, es tracta d’un sistema cel·lular 

ràpid i fiable que permet l’anàlisi de milers de compostos en poques setmanes i que 

pot resultar una eina útil per realitzar altres cribatges amb més compostos de diferent 

diversitat química ja que actualment no n’hi cap més reportat per tal de trobar una 

teràpia eficient pels pacients amb anèmia de Fanconi. A més, hi ha membres del grup 

desenvolupant assajos encara més versàtils per poder realitzar HTS de manera que es 

puguin analitzar fàrmacs d’un o dos ordres de magnitud més ràpid que amb el sistema 

de HCS descrit en aquest estudi. 

En el cribatge de fàrmacs per estudiar els compostos potencialment reactivadors de la 

ruta FA/BRCA es va utilitzar la línia U2OS. Aquesta línia cel·lular té un origen tumoral i 

li vam inactivar el gen FANCA per la tecnologia TALEN i per tant, des d’un punt de 

vista funcional, aquesta línia és un model tumoral d’un pacient FANCA-/-. Aprofitant 

aquest sistema cel·lular, durant l’anàlisi dels resultats va sorgir la possibilitat d’aprofitar 

les dades obtingudes per obtenir informació de compostos antitumorals no genotòxics 

pel tractament dels tumors sòlids en l’anèmia de Fanconi. A la literatura hi ha varis 

estudis de HTS per trobar compostos per tractar diferents tipus de càncer, com per 

exemple l’adrenocortical (Nilubol et al., 2012), de tiroides (Zhang et al., 2012) o la 

leucèmia limfocítica crònica (Shen et al., 2013), però en cap cas hi ha literatura 

enfocada a una teràpia que es pugui administrar als pacients Fanconi quan són 
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diagnosticats de malignitats. Els únics estudis que han utiltizat la ruta FA/BRCA per 

realitzar HCS tenien la finalitat de trobar inhibidors de la formació de foci de FANCD2 i, 

per tant, compostos que bloquegin l’activació de la ruta per tal de tractar tumors de 

pacients no Fanconi que desenvolupin resistències als ICLs, usualment utilitzats com a 

quimioterapèutics. No obstant, no és una teràpia que es pugui administrar als pacients 

Fanconi ja que aquests ja no tenen la ruta activa. Un dels tumors més freqüentment 

diagnosticats en els pacients Fanconi és el HNSCC i es manifesta en una edat molt 

més primerenca respecte la població general. Els tumors primaris acostumen a 

aparèixer en la cavitat oral, principalment en la llengua o la geniva com també en 

l’orofaringe, nasofaringe o la laringe. Un seguiment inadequat i el creixement tumoral 

ràpid fa que els pacients arribin a la consulta quan els tumors són excessivament 

grans i difícils de controlar i en pocs mesos apareix la metàstasi i els càncers 

secundaris. Desafortunadament, l’únic tractament eficaç en l’actualitat és la resecció 

quirúrgica en fases poc avançades del tumor i és molt important que es deixin els 

marges lliures de cèl·lules tumorals, ja que el tractament amb cisplatí o la radioteràpia 

generen una alta toxicitat amb fallada d’òrgans que pot resultar amb complicacions 

més greus que el propi tumor. Així doncs, és molt necessària la recerca de teràpies 

personalitzades que tinguin com a diana mecanismes essencials en el creixement i 

proliferació dels tumors sense induir dany en el DNA.  

Dels comptatges de nuclis obtinguts en el cribatge per trobar fàrmacs reactivadors de 

la ruta, es van seleccionar un total de 183 compostos antitumorals que utilitzaven 

mecanismes que no implicaven el dany en el DNA i que reduïen la viabilitat de les 

cèl·lules U2OS FANCA-/-. Es van validar en dues fases diferents ja que disposàvem 

d’estocs limitats en el conveni de col·laboració amb el centre de recerca suec. Un cop 

arribat a aquest punt, vam decidir contactar amb la Dra. Josephine Dorsman (VU 

University Medical Center, Amsterdam) perquè ens proporcionés línies de HNSCC de 

pacients Fanconi i vam dissenyar un programa específic amb el software d’anàlisi per 

detectar els nuclis en aquestes línies cel·lulars, com també en fibroblasts primaris de 

pacients Fanconi. Finalment es van obtenir 2 compostos candidats que específicament 

inhibien el creixement de les 3 línies Fanconi de HNSCC utilitzades, sense fer-ho en 

les línies primàries. Els dos compostos estan aprovats per la FDA pel tractament de 

diferents tumors i, per tant, tenen un bon perfil de seguretat en la població general. A 

més a més, els assajos clínics realitzats amb aquests fàrmacs demostren que no 

causen problemes secundaris en el sistema hematopoètic i es poden administrar de 

manera crònica. No obstant, era important confirmar que no induïen el dany en el DNA 

ni la fragilitat cromosòmica en les cèl·lules Fanconi, fet que vam comprovar estudiant 
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la monoubiquitinació de FANCD2 i la fragilitat cromosòmica per la producció de MN. 

És per això que els estudis in vitro van mostrar un molt bon potencial d’aquests 

fàrmacs i es va continuar amb un estudi in vivo utilitzant models murins 

immunodeprimits on vam injectar el tumor en el llom dels ratolins. Els dos fàrmacs van 

inhibir el creixement de manera molt efectiva utilitzant la línia de HNSCC VU1131-T2.8 

i s’espera que en les pròximes setmanes es repeteixi la mateixa efectivitat en la línia 

VU1604-T. Un cop s’acabin els estudis in vivo amb els HNSCC, queda pendent 

analitzar la possible toxicitat dels fàrmacs in vivo en ratolins Fanconi com també 

protegir els resultats per tal de facilitar l’obtenció de la designació de medicament orfe 

per part de les autoritats competents. Per tal d’aconseguir la designació de fàrmac orfe 

cal que el medicament inclogui diferents criteris, que el fàrmac tingui intenció de curar 

una malaltia que suposi un risc per la vida o sigui crònicament debilitant, que la 

prevalença de la malaltia no superi els 5 afectats cada 10.000 persones de la EU i que 

no hi hagi un mètode de prevenció o tractament autoritzat per la malaltia, o si existeix 

que es demostri que el nou medicament proporciona un benefici significatiu en 

comparació amb el que s’administra (figura 53). L’Agència Europea del Medicament 

envia l’opinió a la Comissió Europea, la qual és responsable de concedir la designació 

orfe. Si es concedeix, la EU ofereix incentius per promoure el desenvolupament dels 

fàrmacs orfes i atraure empreses farmacèutiques ja que el desenvolupament de 

fàrmacs per malalties rares on un petit nombre de pacients se’n poden beneficiar té un 

atractiu comercial baix en les condicions de mercat actuals. 

Creiem que el tractament crònic dels fàrmacs identificats CRD3 i CRD8 podrien 

augmentar el temps lliure dels pacients sense l’aparició de l’anèmia i/o les malignitats. 

D’altra banda, els fàrmacs CAT2 i CAT29 es podrien utilitzar en els pacients 

diagnosticats d’un tumor sòlid ja que el pronòstic sovint acostuma a ser fatal i, en el 

millor dels casos, al cap de pocs mesos apareixen tumors secundaris o nous primaris, 

el que justificaria l’ús d’aquests fàrmacs. A més a més, tots ells compleixen 

perfectament els criteris exigits per l’Agència Europea del Medicament ja que: 

 

1) Tant l’anèmia com les malignitats dels pacients amb anèmia de Fanconi 

suposen un risc per la vida. 
2) Es tracta d’una malaltia rara ja que té una prevalença d’1 a 5 per cada milió de 

naixements amb uns 200 pacients a l’estat espanyol. 
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3) L’únic tractament aprovat i efectiu és el transplantament de progenitors 

hematopoètics per tal de curar la fallada del moll de l’os, tot i que no és efectiva 

en tots els pacients. A més a més, no tots els pacients tenen un donant 

compatible i té efectes secundaris severs associats i, per tant, no és una 

teràpia òptima.  

Figura 53. Guia per sol·licitar la designació orfe (EMA, 2015). 
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6. Conclusions 
 
- Flow cytometric micronucleus assay using FANCA-deficient lymphoblastoid cell 

lines is a good method to detect genome instability caused by ICL inducing 

agents such as dyepoxibutane, formaldehyde and acetaldehyde.  

 

- The first compound screening performed using the flow cytometric 

micronucleus assay identified CRD3 and CRD8 as candidate compounds. 

These two drugs protect Fanca-deficient mice from early death.  

 

- The newly developed cell-based system on FANCD2 foci detection is a good 

platform to perform HCS in search of compounds to restore the FA/BRCA 

pathway. 

 

- None of the compounds tested in the HCS using the cell-based system on 

FANCD2 foci detection restored the FA/BRCA pathway, suggesting that none of 

the currently approved FDA drugs can be repurposed for the treatment of 

Fanconi anemia. 

 

- The second HCS performed in search of non-genotoxic antitumoral drugs 

identified CAT2 and CAT29 as candidate compounds. Both drugs strongly 

inhibited Fanconi anemia patient-derived HNSCC cell line growth in vitro and 

Fanconi HNSCC xenograft implanted into immunodeficient mice.  

 

- We propose to continue the preclinical studies in order to repurpose CDR3 and 

CDR8 to treat Fanconi anemia and CAT2 and CAT29 to treat Fanconi HNSCC. 
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6. Conclusions 
 
- L’assaig de micronuclis per citometria de flux en línies limfoblastoids humanes 

deficients per FANCA és un bon mètode per detectar la inestabilitat genòmica 

induïda per agents inductors d’enllaços creuats entre cadenes com el 

diepoxibutà, el formaldehid o l’acetaldehid.  

 

- El primer cribatge de fàrmacs realitzat, utilitzant l’assaig de micronuclis, va 

identificar el CRD3 i CRD8 com a compostos candidats. Aquests, protegeixen 

els ratolins deficients per Fanca d’una mort prematura.  

 

- L’assaig cel·lular basat en la detecció de foci de FANCD2 desenvolupat 

recentment és una bona plataforma per la realització de HCS, per la recerca de 

fàrmacs que puguin reconstituir la ruta FA/BRCA. 

 

- Cap dels fàrmacs analitzats en el HCS utilitzant l’assaig cel·lular basat en la 

detecció de foci de FANCD2 va ser capaç de reconstituir la ruta FA/BRRCA, 

suggerint que cap dels compostos actualment aprovats per la FDA pot ser 

reposicionat pel tractament de l’anèmia de Fanconi.   

 

- El segon HCS realitzat per trobar fàrmacs antitumorals no genotòxics va 

identificar el CAT2 i el CAT29 com a compostos candidats. Els dos fàrmacs van 

inhibir considerablement el creixement cel·lular in vitro de HNSCC derivats de 

pacients Fanconi i el d’un xenoempelt de HNSCC Fanconi implantat en models 

murins immunodeprimits.  

 

- Proposem continuar els estudis preclínics amb la finalitat de reposicionar els 

compostos CDR3 i CRD8 per tractar l’anèmia de Fanconi i el CAT2 i el CAT29 

per tractar els HNSCC Fanconi. 
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8.  Annexos 

 

Figura A1. Distribució dels compostos en la placa de validació dels compostos reactivadors de la ruta FA/BRCA. Les columnes 1, 23 i 24 i les files A i P 

no es van utilitzar pel plaqueig cel·lular per evitar l’evaporació del medi. Es va utilitzar 1 placa amb 37 compostos diferents. Les files B-H contenien els fàrmacs a 
dosi 1 µM (5 nl/pou) i les files I-O els mateixos fàrmacs a dosi 10 µM (50 nl/pou). En les columnes 20, 21 i 22 es van es van plaquejar únicament les cèl·lules 
U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2 pel control positiu i les cèl·lules U2OS FANCA

-/-
-YFP-FANCD2 pel control negatiu, sense cap fàrmac. Els triplicats es van 

realitzar en la mateixa placa. 
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Figura A2. Distribució dels compostos en la placa de validació 1 dels compostos antitumorals. Les columnes 1 i 10-24 i les files A i P no es van utilitzar 

pel plaqueig cel·lular per evitar l’evaporació del medi. Es va utilitzar 1 placa amb 9 compostos diferents amb 6 rèpliques cadascun. Les files B-H contenien els 
fàrmacs a dosi 1 µM (3 nl/pou) i les files I-O els mateixos fàrmacs a dosi 10 µM (30 nl/pou). En les columnes 2-5 es va plaquejar la línia de fibroblast primari 
FA551 i en les columnes 6-9 la línia U2OS FANCA

-/-
. Per cada línia cel·lular es va afegir una corba de dosis de MMC d’1 a 33 nM com a control positiu de dany. 

 

 

 

 

 

Figura X. Distribució dels compostos en la placa de validació dels compostos reactivadors de la ruta FA/BRCA.  
Les columnes 1, 23 i 24 i les files A i P no es van  utilitzar pel plaqueig cel·lular per evitar l’evaporació del medi. Es va 

utilitzar 1 placa amb 37 compostos diferents. Les files B-H contenien els fàrmacs a dosi 1 µM (5 nl/pou) i les files I-O els 

mateixos fàrmacs a dosi 10 µM (50 nl/pou). En les columnes 20, 21 i 22 es van es van plaquejar únicament les cèl·lules 

U2OS FANCAcorrected-YFP-FANCD2 pel control positiu i les cèl·lules U2OS FANCAKO-YFP-FANCD2 pel control 

negatiu, sense cap fàrmac. Els triplicats es van realitzar en la mateixa placa. 
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Figura A3. Distribució dels compostos en la placa de validació 2 dels compostos antitumorals. Les columnes 1 i 24 i les files A i P no es van utilitzar pel 

plaqueig cel·lular per evitar l’evaporació del medi. Es van utilitzar 4 plaques idèntiques que contenien 150 compostos diferents amb 2 rèpliques cadascun. Tots 
els fàrmacs es van plaquejar a concentració d’1 µM (3 nl/pou). En les diferents plaques es van plaquejar la HNSCC Fanconi VU1131-T2.8, VU1604-T i VU1365-
T i els fibroblasts primaris FA551. Per cada línia cel·lular es van afegir l’agent inductor d’ICLs MMC com a control de dany a una dosi de 10 i 33 nM. 
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Taula A1. Dades globals de la freqüència de MN i parada en G2/M de tot el cribatge de fàrmacs antioxidants. 
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DEB induced damage
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Spontaneous damage
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DEB induced damage
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Figura A4. Efecte dels fàrmacs antioxidants en la fragilitat cromosòmica i la parada 
en G2/M induïda per diferents agents inductors d’ICLs i espontània en tres línies 
limfoblastoids Fanconi. Les línies cel·lulars es van tractar amb els fàrmacs antioxidants en 

un rang de concentracions entre 10 i 10000 µM tant induint el dany amb DEB (0,1 µg/ml), 
formaldehid (200 µM durant 1 hora) i acetaldehid (5 mM) com de manera espontània. Es va 
utilitzar per un primer cribatge la línia cel·lular LFA55 (A) i per validar els resultats les línies 
LFA88 (B) i LFA145 (C). Els resultats es presenten com la freqüència de MN cada 1000 
nuclis o el percentatge de cèl·lules en fase G2/M del cicle cel·lular. En el gràfic es mostra la 
mitja ± SEM d’almenys 3 rèpliques. El control es correspon a la mostra sense tractar i i està 
normalitzat al 100 %. 
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Taula A2. Dades dels fàrmacs candidats que van reduir tant la freqüència de MN i parada en G2/M. 
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Figura A5. Fàrmacs candidats que van reduir la fragilitat cromosòmica i la parada en G2/M induïda. Les línies cel·lulars es van tractar 

amb els fàrmacs antioxidants en un rang de concentracions entre 10 i 10000 µM tant induint el dany amb DEB (0,1 µg/ml), formaldehid (200 µM 
durant 1 hora) i acetaldehid (5 mM) com de manera espontània. Es va utilitzar per un primer cribatge la línia cel·lular LFA55 (A) i per validar els 
resultats les línies LFA88 (B) i LFA145 (C). Els resultats es presenten com la freqüència de MN cada 1000 nuclis o el percentatge de cèl·lules 
en fase G2/M del cicle cel·lular. En el gràfic es mostra la mitja ± SEM d’almenys 3 rèpliques. El control es correspon a la mostra sense tractar i i 
està normalitzat al 100 %. 
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Figura A6. Paràmetres hematològics dels ratolins Fanconi que van rebre tractament 
de CRD3 i CRD8. Durant les setmanes 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36 i 44 es van obtenir 

mostres de sang per un tall a la vena coccígia tant dels ratolins no tractats com dels ratolins 
tractats amb els dos fàrmacs d’estudi i es van determinar els valors de plaquetes (A), 
eritròcits (B), leucòcits (C), hemoglobina (D) i granulòcits (E).  
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Figura A7. La ingesta de menjar i d’aigua bevible i el pes dels animals va ser menor 
en els animals que van rebre tractament de fàrmacs antioxidants. Durant les setmanes 

1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36 i 44 es van prendre els valors de la ingesta de beguda (A) i 
menjar (B) i es van pesar els animals (C).     
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Figura A8. Anàlisi dels paràmetres bioquímics dels animals sacrificats. Un cop acabat 

l’estudi, es van sacrificar els animals i es va realitzar un anàlisi de la bioquímica bàsica, per 
conèixer els nivells de glucosa (mg/dl) (A), proteïna total (g/dl) (B), amilasa U/l (C), fosfatasa 
alcalina (U/l) (D), creatinina (mg/dl) (E) i alanina aminotransferasa (U/l) (F), i així saber 
l’estat general de l’animal al final del tractament.  
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Figura A9. L’anàlisi d’imatges identifica 83 falsos positius amb més d’un 10 % de 
nuclis amb foci. Compostos falsos positius detectats amb el software d’anàlisi amb un 10 
% de nuclis amb 5 o més foci (A). Imatges dels nuclis autofluorescents falsos positius 
identificats amb presència de 5 o més foci de manera errònia (B). Els fàrmacs candidats 
obtinguts a partir de l’anàlisi automàtic de les imatges es van comprovar visualment una per 
una per validar la presència de nuclis amb 5 o més foci. Els resultats s’expressen com el 
percentatge de nuclis amb 5 o més foci dividit entre els nuclis totals. 
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Figura A10. Anàlisi de l’expressió de FANCD2 monoubiquitinada després del 
tractament amb els fàrmacs candidats per reactivar la ruta FA/BRCA. Les cèl·lules es 

van tractar amb els fàrmacs 5-Iodo-A-85380 (A), roflumilast (B) i 8-Bromo-cAMP (F) a dosis 
1 i 10 µM i amb SANT-1 (C), ezetimibe (D), forskolin (E) i AG 555 (figura 42 de resultats) a 
dosis 10 µM, com també es van exposar a la MMC a dosis 0,5, 1 i 2 µg/ml durant 24 hores. 
Les cèl·lules es van lisar i es va observar l’expressió de FANCD2 per WB, utilitzant la 
vinculina com a control de càrrega.   
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Figura A11. Fàrmacs antitumorals que van reduir, al menys, un 20 % la supervivència 
de les cèl·lules U2OS FANCA-/-. La línia U2OS FANCA

-/-
 es va tractar durant 48 hores amb 

3.800 compostos diferents a concentracions de 1 i 10 µM i amb HU a una dosi 2 mM durant 
24 hores. En el gràfic es mostren els compostos que van reduir la viabilitat cel·lular un 20 % 
tant a 1 com a 10 µM. El control sense tractament de fàrmac està normalitzat al 100 % i els 
resultats es presenten com el percentatge de cèl·lules vives respecte les cèl·lules sense 
tractament. En el gràfic es mostra la mitjana ± SD de dues rèpliques. Els asteriscs mostren 
els compostos que segons revisió bibliogràfica el seu mecanisme d’acció no indueix dany al 
DNA. 
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Figura A12. Efecte dels 9 fàrmacs antitumorals seleccionats en una línia tumoral i una 
línia primària Fanconi. La línia tumoral U2OS FANCA

-/-
 i la FA551 es van tractar durant 7 

dies amb els 9 compostos candidats a concentracions de 1 i 10 µM (A) i amb la MMC a 
dosis de 1, 3, 10 i 33 nM, utilitzat com a control de dany (B). El control sense tractament de 
fàrmac està normalitzat al 100 % i els resultats es presenten com el percentatge de cèl·lules 
vives respecte les cèl·lules sense tractament. En el gràfic es mostra la mitjana ± SD de 
dues rèpliques.  
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Figura A13. Fàrmacs associats a diferents dianes terapèutiques no genotòxiques que 
van reduir un 50 % la supervivència de les cèl·lules U2OS FANCA-/- en el cribatge 
inicial. Les línies cel·lulars de HNSCC VU1131-T2.8, VU1604-T i VU1365-T i els fibroblasts 

primaris FA551 es van tractar durant 7 dies amb els 150 compostos seleccionats a una dosi 
1 µM (A) i amb la MMC a dosis de 10 i 33 nM, utilitzada com a control de dany (B). El 
control sense tractament de fàrmac està normalitzat al 100 % i els resultats es presenten 
com el percentatge de cèl·lules vives respecte les cèl·lules sense tractament. En el gràfic es 
mostra la mitjana ± SD de dues rèpliques.  
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Figura A14. Efecte dels compostos antitumorals CAT1, CAT2, CAT3, CAT4, CAT15, 
CAT17, CAT20, CAT22 i CAT27 en la supervivència de les línies de fibroblasts 
primaris i els HNSCC Fanconi. Els compostos CAT1 (A), CAT2 (B), CAT3 (C), CAT4 (D) 

es van estudiar per corbes de supervivència a dosis entre 0,03 i 10 µM utilitzant el 
comptador cel·lular Beckman Coulter i es van tractar les línies de HNSCC VU040-T i 
VU1131-T2.8 i els fibroblasts primaris PN i FA551 durant 7 dies. Els compostos CAT2 
(resultats, apartat 4.7.1), CAT15 (E), CAT17 (F), CAT20 (G), CAT22 (H) i CAT27 (I) es van 
estudiar per corbes de supervivència a dosis entre 0,03 i 10 µM utilitzant l’assaig de 
sulforodamina B i es van tractar les línies de HNSCC VU1131-T2.8 (FANCC), VU1604-T i 
VU1365-T i els fibroblasts primaris FA551 durant 7 dies. Es va utilitzar la MMC com a 
control de dany amb una corba de dosi entre 0,01 i 100 nM (J). El control sense tractament 
de fàrmac està normalitzat al 100 % i els resultats es presenten com el percentatge de 
cèl·lules vives respecte les cèl·lules sense tractament. En el gràfic es mostra la mitjana ± 
SEM d’almenys 3 experiments independents.  
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