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Resum del Treball (màxim 250 paraules): 
 

La quinasa B-Raf forma part de la via de transducció del senyal MAPK/ERK, la qual 

regula la divisió i proliferació cel·lular. Mutacions en aquest proteïna són presents en 

una gran diversitat de tumors i càncers, especialment destacables en els melanomes, 

on s’ha trobat mutada al voltant del 70% dels casos. 

En aquest projecte es pretén avaluar l’efecte de la inhibició de V600EBRAF –la mutació 

més freqüent de B-Raf detectada en melanomes- utilitzant el fàrmac vemurafenib, el 

qual és específic per a aquesta mutació. Per fer-ho s’han dut a terme dos anàlisis 

estadístics utilitzant el llenguatge de programació R, un a nivell d’expressió gènica i 

l’altre a nivell poblacional. Utilitzant cèl·lules de melanoma que presenten la mutació 

V600E, l’objectiu en el primer cas és comparar l’expressió genètica de cèl·lules 

tractades amb vemurafenib amb la de cèl·lules control. Partint de dades d’expressió 

de sondes de microarray, aquestes s’han tractat fins obtenir uns resultats 

interpretables que permeten determinar quins gens i quins processos biològics veuen 

afectada la seva expressió per l’efecte del vemurafenib. L’objectiu en l’estudi 

poblacional és comparar la supervivència d’individus tractats amb vemurafenib amb la 

d’individus tractats amb dacarbazine, avaluant si el vemurafenib suposa una millora 

en el temps de supervivència. 

En ambdós casos els resultats obtinguts apunten en la mateixa direcció. L’estudi 

transcripcional indica una disminució de l’expressió en aquells gens relacionats amb la 

divisió i la proliferació cel·lular, mentre que l’anàlisi poblacional mostra una major 

supervivència en els individus tractats amb vemurafenib.  
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Abstract (in English, 250 words or less): 
 

B-Raf kinase is part of the signal transduction pathway MAPK/ERK, which regulates 

cell division and proliferation. Mutations in this protein are present in a wide variety 

of tumors and cancers, especially in melanomas, which has been found mutated in 

about 70% of cases. 

This project aims to assess the effect of V600EBRAF inhibition -the most frequent B-Raf 

mutation detected in melanomas- using the vemurafenib drug, which is specific for 

this mutation. To do this, we did two statistical analysis using the R programming 

language, one at genetic expression level and other at the population level. On one 

hand, transcriptional analysis started with data from microarray probes, which used 

cells that had the V600E mutation to compare the molecular expression of the ones 

treated with vemurafenib with the expression of control cells. In this project we have 

treated the expression data to obtain interpretable results, aiming to determine 

which genes and biological processes have increased or decreased its expression by 

the effect of vemurafenib. On the other hand, in the population study we used the 

survival times of individuals who had the V600E mutation to compare the treated 

ones with vemurafenib with the individuals treated with dacarbazine, which is 

unspecific.  

In both cases the results point in the same direction. The transcriptional study 

indicates a decrease in expression of those genes related to cell division and 

proliferation, while the population analysis indicates greater survival for those 

individuals treated with vemurafenib. 
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1. Introducció 
 

1.1. Context i justificació del treball 
 
El càncer és una malaltia amb una incidència notable i sovint mortal en la població. 

Múltiples mutacions i desregulacions dins les cèl·lules poden desembocar en l’aparició 

de tumors i càncers, motiu pel qual avui dia és una tasca inabastable la creació d’una 

cura general i efectiva pel càncer. Tot i això, cada vegada s’estan descobrint i creant 

més fàrmacs específics per combatre els càncers, amb els quals, en general, s’obtenen 

uns resultats més satisfactoris [30].  

En aquest projecte es pretén estudiar l’efecte de la inhibició de V600EBRAF, la mutació 

més comuna de la quinasa B-Raf, en melanomes metastàtics mitjançant la utilització 

del fàrmac vemurafenib, el qual és específic per a aquesta mutació. El projecte s’ha 

centrat en els melanomes ja que B-Raf es troba mutada en el 60-70% dels casos en 

aquest tipus de càncer[12][13], fet que la converteix en una possible diana a tenir molt en 

compte. A més, els melanomes metastàtics són un dels tipus més perillosos de càncer, 

amb una supervivència que oscil·la entre 8 i 18 mesos en pacients acabats de 

diagnosticar[30][41]. 

L’efectivitat del tractament s’ha valorat a nivell transcripcional i a nivell poblacional, 

tot i que primer s’ha aprofundit en el coneixement tant de B-Raf (i la mutació 

V600EBRAF) com del fàrmac vemurafenib. Per una banda, a l’anàlisi transcripcional s’ha 

utilitzat la línia cel·lular A375 (cèl·lules de melanoma que presenten la mutació 

V600EBRAF) i s’ha comparat l’expressió gènica de cèl·lules tractades amb vemurafenib 

amb l’expressió de cèl·lules control. Partint de les dades d’expressió de les sondes de 

microarray, s’ha dut a terme tot el procés d’anàlisi per obtenir uns resultats 

interpretables i poder determinar quins gens i processos cel·lulars es veuen inhibits i 

sobreexpressats per l’efecte del vemurafenib. Per altra banda, en l’anàlisi poblacional 

s’ha realitzat un anàlisi de supervivència comparant individus tractats amb 

vemurafenib amb individus tractats amb dacarbazine (medicament inespecífic), els 

quals presenten càncer de melanoma i la mutació V600E. Amb això es pretén avaluar si 

la supervivència dels individus és major en aquells que segueixen el tractament amb 

vemurafenib.  
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1.2. Objectius del treball 
 

1. Profunditzar en l’estudi de la quinasa B-Raf i conèixer el fàrmac vemurafenib, 

introduint prèviament la via MAPK/ERK i la família de quinases Raf. 

a. Estudiar la via MAPK/ERK: funció, proteïnes que hi intervenen i 

explicació de com es produeix la cascada de senyals. 

b. Conèixer la família de quinases Raf (A-Raf, B-Raf i Raf-1), la qual actua 

en la via MAPK/ERK. 

c. Introduir i analitzar computacionalment el gen BRAF i la quinasa B-Raf a 

nivell de seqüència i estructura, localització en el genoma humà i 

número d’exons.   

d. Entendre el mecanisme d’activació de B-Raf.  

e. Estudiar la relació de B-Raf amb els càncers i conèixer la mutació 

V600EBRAF.  

f. Introduir el fàrmac vemurafenib, el qual té la mutació V600E com a 

diana terapèutica. 

2. Estudiar l’efecte de la inhibició de V600EBRAF mitjançant l’ús del fàrmac 

vemurafenib. 

a. Comparar l’expressió diferencial de gens en cèl·lules de la línia A375 

tractades amb vemurafenib amb l’expressió de cèl·lules A375 sense 

tractament, avaluant aquells gens i processos cel·lulars que es troben up 

o down-regulats per l’ús del fàrmac. 

b. Comparar les corbes de supervivència d’individus tractats amb 

vemurafenib amb la d’individus tractats amb dacarbazine, avaluant si el 

tractament amb vemurafenib augmenta la supervivència dels individus 

amb melanoma. 

 

1.3. Enfocament i mètode seguit 
 
L’apartat d’anàlisi de dades (corresponent a l’objectiu número 2) és on poden existir 

diverses estratègies a seguir. Per començar, en ambdós casos (tant en l’anàlisi 

transcripcional com en el poblacional) s’ha utilitzat el llenguatge de programació 
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estadístic R (RStudio) per dur-los a terme, ja que ofereix un gran ventall de paquets 

que permeten realitzar tasques molt diverses i elaborades.  

Per dur a terme l’anàlisi de dades provinents de microarray s’ha utilitzat el paquet 

oligo[40]. Tot i que existeixen diversos paquets que també permeten dur a terme anàlisi 

de sondes de microarray, com edgeR o DESeq, s’ha optat pel paquet oligo perquè és 

més adequat per treballar amb dades d’oligonucleòtids, com és el cas. També s’han 

utilitzat altres paquets necessaris per completar l’estudi i que es comentaran més 

endavant. Per l’anàlisi de supervivència només ha estat necessari utilitzar el paquet 

survival[53], el qual ofereix les funcions i eines suficients per realitzar un anàlisi complet.  

 

1.4. Planificació del Treball 
 

1.4.1. Recursos necessaris 

Gran part del projecte s’ha dut a terme mitjançant el llenguatge de programació 

estadístic R (RStudio), el qual ha servit  per realitzar tant l’anàlisi de dades d’expressió 

provinents de microarrays com l’anàlisi de supervivència.  

La major part d’informació bibliogràfica sobre la via MAPK/ERK, B-Raf i vemurafenib ha 

estat obtinguda d’articles científics, mentre que per la part computacional de B-Raf i 

vemurafenib s’han usat els servidors genòmics UCSC (https://genome.ucsc.edu)[32], 

UniProt (www.uniprot.org)[59], ChEMBL (www.ebi.ac.uk/chembl)[45] i Protein Data Bank 

(www.rcsb.org)[58]. 

 
1.4.2. Tasques 
 

Tasca 1 (corresponent a l’objectiu número 1): 

- Tasca 1.1. Cerca bibliogràfica sobre la via MAPK/ERK en articles científics. 

Duració: 5 dies (del 16/03 al 20/03). 

- Tasca 1.2. Cerca bibliogràfica sobre la família RAF en articles científics. Duració: 

4 dies (del 21/03 al 24/03). 

- Tasca 1.3. Cerca bibliogràfica en articles científics totalment centrada en la 

quinasa B-Raf i utilització de servidores genòmics i proteics per a realitzar un 

anàlisi computacional del gen i la proteïna. Duració: 8 dies (del 25/03 al 01/04). 

- Tasca 1.4. Cerca bibliogràfica i utilització de servidors genòmics centrada en la 

mutació V600E. Duració: 3 dies (del 03/04 al 05/04). 
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- Tasca 1.5. Cerca bibliogràfica i en servidors genòmics del fàrmac vemurafenib. 

Duració: 4 dies (del 06/04 al 09/04). 

Tasca 2 (corresponent a l’objectiu número 2): 

- Tasca 2.1. Utilització del llenguatge de programació R per a realitzar l’anàlisi 

d’expressió diferencial de les dades obtingudes mitjançant microarray. El 

procés consta, de manera general, de: anàlisi de les dades en cru, normalització 

de les dades, selecció i anotació de gens diferencialment expressats i anàlisi de 

significació biològica. Duració: 15 dies (del 12/04 al 26/04). 

- Tasca 2.2. Utilització del llenguatge de programació R per a realitzar l’anàlisi  de 

supervivència: estimació d’individus fallats i censurats, estimació de les corbes  

de supervivència dels dos grups i contrast d’hipòtesis. Duració: 14 dies (del 

27/04 al 10/05).  

 

1.4.3. Planificació de les tasques 

 
La planificació temporal de les tasques es mostra a continuació: 
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1.5 Breu sumari de productes obtinguts 
 

La llista de resultats i productes obtinguts és la següents: 
 

- Memòria. 

- Els productes següents:  

 AnalisiMicroarray: script d’R amb els passos realitzats en l’anàlisi 

d’expressió diferencial de gens. 

 AnalisiSupervivencia: script d’R amb els passos realitzats en l’anàlisi de 

supervivència. 

 AnotacioGensUp i AnotacioGensDown: arxius html recollint els gens (i 

les seves característiques) que es troben diferencialment expressats, 

essent el primer arxiu pels gens up-regulats i el segon pels gens down-

regulats.  

 GOup i GOdown: arxius html amb la llista de termes GO més freqüents 

en els gens diferencialment expressats, essent el primer arxiu pels 

termes up-regulats i el segon pels termes down-regulats. 

 KEGGup i KEGGdown: arxius html amb la llista de termes KEGG més 

freqüents en els gens diferencialment expressats, essent el primer arxiu 

pels termes up-regulats i el segon pels termes down-regulats. 

- Presentació virtual.  

 

1.6 Breu descripció dels altres capítols de la memòria 
 
Capítol 2: La via MAPK/ERK i la família Raf. En aquest capítol s’introdueix la via 

MAPK/ERK, les proteïnes que hi intervenen i s’explica com es produeix la cascada de 

transducció del senyal en aquesta via. També s’introdueix la família de quinases Raf, 

les quals participen en la via MAPK/ERK. Tot aquest capítol posa en context la quinasa 

B-Raf, protagonista del projecte, i ajuda a entendre per què mutacions en aquesta 

proteïna poden desembocar en una proliferació incontrolada de les cèl·lules.   

 

Capítol 3: La quinasa B-Raf i el fàrmac vemurafenib. En aquest capítol es du a terme 

un estudi de la quinasa B-Raf, començant per un breu anàlisi computacional tant del 

gen com de la proteïna, seguint amb el seu mecanisme d’activació i acabant explicant 
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la seva relació amb el càncer, introduint així la mutació més freqüent de la proteïna, 

V600EBRAF. Finalment també s’analitza el fàrmac vemurafenib, el qual és selectiu per 

aquesta mutació i és el medicament emprat en els anàlisis posteriors.  

 

Capítol 4: Anàlisi de V600EBRAF com a diana terapèutica utilitzant el fàrmac 

vemurafenib en melanomes. En aquest capítol es duen a terme dos anàlisis estadístics 

mitjançant R, un a nivell transcripcional i l’altre a nivell poblacional, per tal d’avaluar 

l’efecte de la inhibició de BRAF-V600E utilitzant el fàrmac vemurafenib. Per una banda, 

partint de les dades d’expressió de cèl·lules A375 tractades i no tractades amb 

vemurafenib, es realitza tot el procediment d’anàlisi de sondes de microarray fins 

obtenir una col·lecció de gens que es troben diferencialment expressats entre les dues 

condicions, permetent determinar l’efecte del vemurafenib a nivell genètic. Per altra 

banda, es compara el temps de supervivència d’individus tractats amb vemurafenib 

amb el d’individus tractats amb dacarbazine, tots ells presentant la mutació V600E, per 

tal d’avaluar si el fàrmac vemurafenib representa o no una millora en comparació amb 

els fàrmacs tradicionals. 
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2. La via MAPK/ERK i la família Raf 
 

2.1. Introducció a la via MAPK/ERK i a la transducció del senyal 
 
La via MAPK/ERK, també anomenada via Ras-Raf-MEK-ERK[1], és una de les múltiples 

vies de transducció del senyal que existeixen dins les cèl·lules. Totes les funcions que 

duen a terme les cèl·lules estan regulades per senyals, ja siguin extracel·lulars o 

intracel·lulars, i en el moment en què una cèl·lula en deixa de rebre entra en el procés 

de mort programada anomenat apoptosi. Perquè aquests senyals tinguin efecte en la 

cèl·lula és vital que la informació arribi al nucli, fet que s’aconsegueix mitjançant les 

vies de senyalització cel·lular. 

El procés s’inicia quan un primer missatger, que pot variar des d’una hormona fins a un 

gas simple com el CO, interacciona amb un receptor de membrana. Aquesta interacció 

posa en marxa la transducció del senyal, que consisteix en una cadena de proteïnes 

quinases que es van fosforilant (i desfosforilant) seqüencialment, fins que el senyal 

arriba al nucli i produeix un canvi fisiològic en la cèl·lula.  

La via MAPK/ERK forma part del conjunt de vies de senyalització que tenen en comú 

l’activació d’una proteïna MAPK (de l’anglès mitogen-activated protein kinase)[2]. Les 

proteïnes MAPK més estudiades i conegudes són JNK, p38 i ERK, la qual té relació amb 

aquest estudi.  

 

2.2. Funció i proteïnes que intervenen en la via MAPK/ERK 
 

Com s’ha explicat, les funcions que es produeixen dins les cèl·lules estan regulades per 

senyals. Aquests varien depenent de la via de transducció que s’activi, però les vies no 

estan lligades a una sola funció. Una via pot regular diverses funcions de la mateixa 

manera que una sola funció pot estar regulada per diverses vies. Així, la via MAPK/ERK 

té un paper essencial en la regulació de processos com la divisió i la proliferació 

cel·lular, i també s’ha comprovat que intervé en la regulació d’altres funcions com 

l’apoptosi i la migració cel·lular[3][9]. És lògic pensar que, en ser una via important per a 

la proliferació cel·lular, mutacions en alguna de les proteïnes implicades pugui 

desembocar en una proliferació incontrolada de la cèl·lula. 
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De manera general, les vies MAPK involucren una proteïna G, una MAPKKK (mitogen-

activated protein kinase kinase kinase), una MAPKK i una MAPK[4]. En la via MAPK/ERK, 

aquestes quinases són les mateixes proteïnes que li donen nom a la via: Ras, Raf, MEK 

(MEK1/2) i ERK (ERK1/2), respectivament. Així, Ras actua com a proteïna G, Raf com a 

MAPKKK, MEK actua com a MAPKK i, finalment, ERK com a MAPK. Tot i això, no s’ha de 

veure una via de senyalització com un circuit tancat. De la mateixa manera que un 

senyal pot activar més d’una via i viceversa, hi ha altres proteïnes que interaccionen 

amb les quinases de la cadena ajudant en l’activació i la regulació[7]. Tot i que més 

endavant es veuran exemples d’aquest fet, per explicar el funcionament de la via no es 

tindran en compte. 

 

2.3. Com es produeix la cascada de senyals de la via MAPK/ERK 
 
La cascada de senyals és un procés que implica tota una cadena de proteïnes quinases, 

les quals es van activant seqüencialment fins fer arribar el senyal al nucli. En estat de 

repòs les quinases es troben desfosforilades, i la seva activació es produeix mitjançant 

la fosforilació d’un o més residus de la cadena polipeptídica, habitualment serines, 

tirosines o treonines [6]. En activar-se fosforilen la següent quinasa de la cadena, 

tornant així a l’estat inactiu i permetent que segueixi la cascada de transducció.   

En el cas de la via MAPK/ERK, aquesta s’inicia quan un lligand s’uneix al receptor de 

membrana. Això provoca una dimerització del receptor i la fosforilació d’una tirosina 

que hi està unida. Dues proteïnes lligades al receptor, GRB2 i SOS, reconeixen aquesta 

tirosina fosforilada i permeten l’activació de Ras, la qual allibera una GDP i capta una 

GTP, passant a un estat actiu. Mentre tingui una GTP unida podrà activar Raf, la qual 

fosforilarà MEK i, finalment, MEK activarà ERK, que entrarà dins del nucli i fosforilarà 

un factor de transcripció[1]. La seqüència de la via de transducció MAPK/ERK es pot 

observar a la Figura 2.1.    

Com s’ha explicat, un cop es produeix la fosforilació d’una quinasa, la quinasa anterior 

es desfosforila i torna a l’estat inactiu. Aquest mètode de regulació impedeix que hi 

hagi una sobreactivació de la via i una proliferació descontrolada de les cèl·lules.  
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Figura 2.1. Via MAPK/ERK de transducció del senyal (imatge de Kim HJ i  Bar-Sagi D, 2004)
[36]

. 

 

2.4. La família de quinases Raf 
 
Un dels enzims que intervé en la cascada de senyals MAPK/ERK és la proteïna Raf. Raf, 

de l’anglès Rapidly Accelerated Fibrosarcoma[9], és una família de serina/treonina 

quinases que, en mamífers, consta de tres isoformes: A-Raf, B-Raf i Raf-1 (o C-Raf)[5][7]. 

Totes tres tenen una alta homologia, i la principal diferència entre elles rau en la força 

d’activació de MEK, essent B-Raf la que té una força d’activació major i A-Raf la 

menor[6].  

La família de quinases Raf presenta tres dominis proteics: CR1, CR2 i  CR3 (de l’anglès 

Conserved Regions). El domini CR1 és el que conté el domini d’unió amb Ras, mentre 

que CR3 conté l’anomenat kinase activation loop[11], lloc on es produeix l’activitat 

quinasa. La fosforilació dels residus situats en aquest loop del domini CR3 és vital per a 

l’activació de la quinasa. Finalment, el domini CR2 regula tant la unió amb Ras com 
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l’activació de Raf a través de residus inhibitoris mitjançant fosforilació. Els dominis CR1 

i CR2 se situen al N-terminal, mentre que el CR3 es troba al C-terminal de la 

proteïna[5][7][11]. La reacció que catalitza Raf per a la seva activació és la següent[5]: 

 

𝑀𝑔𝐴𝑇𝑃−1 + 𝑅𝑎𝑓 − 𝑂𝐻 ↔ 𝑅𝑎𝑓 − 𝑂𝑃𝑂3
2− + 𝑀𝑔𝐴𝐷𝑃 + 𝐻+ 

 

Tot i que la primera quinasa Raf que es va descobrir fou Raf-1[7], la importància 

d’aquesta família va créixer notablement amb el descobriment i l’observació de B-Raf 

mutades en diversos tipus de tumors i càncers. La influència de les mutacions de B-Raf 

és notable i especialment destacable en els melanomes, on se sol trobar mutada entre 

el 50 i el 70% dels casos [12][13][14]. Aquests dos fets converteixen B-Raf en una possible 

diana terapèutica a tenir en compte i en un dels objectius principals d’aquest projecte.  
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3. La quinasa B-Raf i el fàrmac vemurafenib 
 

La quinasa B-Raf, juntament amb el fàrmac vemurafenib, són els dos elements 

principals en què se centra aquest estudi. L’objectiu final és avaluar si la inhibició de la 

mutació V600EBRAF mitjançant el fàrmac vemurafenib representa una benefici i una 

millora en el tractament dels melanomes. No obstant això, abans de començar amb els 

anàlisis pot ser interessant conèixer més profundament els dos protagonistes, 

especialment els aspectes que contribueixen a entendre la implicació de B-Raf en els 

càncers i posar en context els anàlisis posteriors, començant amb una breu introducció 

a la quinasa B-Raf. 

 

3.1. Introducció a la quinasa B-Raf 
 
La serina/treonina quinasa B-Raf forma part del conjunt de proteïnes que actuen a la 

via de transducció MAPK/ERK. És codificada per l’oncogen BRAF i, com s’ha explicat, 

està involucrada en el creixement i desenvolupament cel·lular. La quinasa B-Raf és 

activada per Ras mitjançant fosforilació, i en el seu estat actiu forma un dímer a través 

d’enllaços d’hidrogen en el kinase activation loop[37]. Això permet activar la quinasa 

MEK i seguir amb la transducció del senyal.  

El gen BRAF es troba en el braç q del cromosoma 7 del genoma humà, consta de 18 

exons (les parts que, posteriorment, es traduiran a proteïna) i se situa entre les 

posicions 140,734,479 i 140,924,764 de la cadena nucleotídica [32][43]. A l’Annex 

s’adjunta la seqüència nucleotídica de la regió codificant de BRAF. El gen BRAF codifica 

per la quinasa B-Raf, formada per una cada proteica de 766 aminoàcids [32][43], essent la 

seqüència sencera la següent: 
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Finalment, l’estructura terciària de la quinasa B-Raf es mostra a la Figura 3.1, la qual 

està formada per 19 hèlix alfa i 16 làmines beta. 

 

Figura 3.1. Estructura terciària de B-Raf. Imatge obtinguda del servidor web PDB. PDB ID: 1UWH
[44]

. 

 

 

3.2. Mecanisme d’activació  
 
Un cop introduïda la quinasa B-Raf a nivell de seqüència i estructura, en aquest apartat 

s’exposarà el seu mecanisme d’activació. Conèixer quins residus són fosforilats per a 

l’activació de B-Raf i la seva importància en el procés servirà de base per entendre la 

mutació V600E, que es veurà en el següent apartat.  

El mecanisme d’activació, en general, és similar pels tres membres de la família Raf, tot 

i que difereixen en alguns aspectes. Les quinases Raf, com totes les quinases que 

participen a la cadena MAPK/ERK, s’activen mitjançant la fosforilació de residus 

aminoacídics, principalment serines, treonines i tirosines [6]. En el cas de B-Raf, la seva 

activació és produïda per la fosforilació dels residus de treonina en la posició 598 

(Thr598) i de serina en la posició 601 (Ser601), els quals se situen en el kinase 

activation loop comentat anteriorment[6][11]. Aquests dos residus es troben conservats 

en els tres membres de la família, tot i que en diferents posicions de la cadena (a C-Raf, 

per exemple, es localitzen en la posició Thr491 i Ser494) [6].  

Tot i que B-Raf presenta altres llocs de fosforilació, els quals ajuden a regular la seva 

activitat, la fosforilació dels residus Thr598 i Ser601 és suficient per a l’activació de B-
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Raf. Sense la fosforilació d’aquests dos residus no hi activació[6], fet que els converteix 

en aminoàcids essencials per entendre el mecanisme d’activació de B-Raf. A més, 

aquest tret diferencia B-Raf de les altres dues quinases de la família, Raf-1 i A-Raf, ja 

que aquestes necessiten una doble fosforilació per al seu funcionament: a part de 

l’activació produïda per Ras en els dos residus mencionats, necessiten ser activades 

també per la quinasa Src[6]. El fet de tenir una activació més forta que les altres dues 

membres de la família Raf és un dels motius pels quals la seva implicació en diversos 

càncers és major. 

 

3.3. B-Raf i la seva relació amb el càncer 
 
Com s’ha explicat, B-Raf està implicada en una via de senyalització que regula el 

creixement i la divisió cel·lular, així que és lògic pensar que mutacions en aquesta 

proteïna poden comportar una divisió incontrolada de les cèl·lules. Òbviament 

l’aparició d’un càncer no depèn només de la mutació d’un sol gen[13], però el 

percentatge de mutació que pateix el gen en alguns tipus de càncer és indicatiu de la 

seva importància per al desenvolupament de la malaltia, essent B-Raf un d’aquests 

casos. 

La importància que té B-Raf en els càncers es va començar a descobrir a principis dels 

anys 2000[7], i des de llavors s’han realitzat nombrosos treballs on s’ha estudiat la seva 

implicació en diversos tipus de tumors i càncers. Mutacions en la seqüència de BRAF 

s’han observat en melanomes, càncers papil·lars tiroïdals, càncers colorectals, càncers 

de pulmó i fetge, tumors de l’estroma gastrointestinal, sarcomes, càncers de mama, 

gliomes i càncers ovàrics [12][13][17][18][19][20][21][22]. No obstant això, on sens dubte tenen 

més incidència les mutacions en BRAF són en els melanomes i en els càncers papil·lars 

tiroïdals, trobant-se mutada al voltant del 60% i 40% dels casos, respectivament[13][19]. 

A més, B-Raf és la proteïna que es troba mutada més habitualment en els melanomes, 

indicant la importància d’aquesta per al desenvolupament de la malaltia[33]. En tots els 

altres tipus de tumors i càncers esmentats les mutacions a B-Raf se situen al voltant 

del 10% dels casos, essent inclús inferior al 1% en càncers com el de l’estroma 

gastrointestinal[20].  
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La gran majoria de mutacions que pateix BRAF, independentment del tipus de càncer, 

es deuen per la substitució d’un nucleòtid per un altre en la cadena de DNA. De totes 

les mutacions conegudes de B-Raf en càncers, la que sens dubte destaca per sobre les 

altres és la mutació V600E. Aquesta és la més comuna trobada en els diversos tipus de 

càncers, i és la mutació que pateixen les cèl·lules  i els individus en els anàlisis que es 

duran a terme posteriorment en aquest projecte. 

Com apunt final, les mutacions a BRAF no només poden conduir a l’aparició de 

càncers. També s’han detectat mutacions en el gen BRAF (així com en altres proteïnes 

de la via MAPK/ERK) en malalties hereditàries com la síndrome cardiofaciocutani (CFC 

syndrome) o la síndrome LEOPARD[15][16].  

 

3.3.2. La mutació V600E 

La mutació V600E, V600EBRAF o BRAF-V600E, és la mutació més comuna de B-Raf. Es 

produeix per la substitució d’una timina per una adenina en la posició 1799 (exó 15) de 

la cadena nucleotídica, que provoca el canvi d’una valina (V) per un àcid glutàmic (E) 

en el residu 600 de la proteïna resultant[10].  

Aquesta substitució és majoritària en gran part dels càncer mencionats, arribant fins al 

90% dels casos en melanomes [8][10]. En càncers papil·lars tiroïdals aquesta proporció és 

menor, variant del 35% al 70% depenent de l’estudi [19][23], però en tots ells és la 

substitució predominant. On sorgeixen més dubtes és amb el càncer de pulmó, ja que 

s’ha observat que aquesta mutació només representa al voltant d’un 10% de les 

mutacions de BRAF[18], tot i que en estudis recents aquesta proporció puja fins el 50%, 

essent també la substitució predominant[24].  

És destacable, doncs, el pes d’aquesta substitució en la formació de tumors i la 

posterior aparició de càncers, així com lògic preguntar-se per què concretament 

aquesta mutació és tan freqüent. La resposta es troba en la unió de dos fets claus: el 

lloc on es produeix la substitució i l’aminoàcid que substitueix la valina. Com s’ha 

comentat anteriorment, l’activació de B-Raf es dóna per la fosforilació dels residus 

Thr598 i Ser601, i sense la fosforilació d’aquests dos aminoàcids no hi ha activació de la 

quinasa. Així, el primer fet clau és que la substitució es produeix just en el kinase 

activation loop, entre els dos residus que es fosforilen per a l’activació[10]. El segon fet 

clau és que l’aminoàcid que substitueix la valina és l’àcid glutàmic, el qual actua com a 
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fosfomimètic1[10]. A la Figura 3.2 es pot observar i comparar l’estructura secundària 

d’un àcid glutàmic amb la d’una serina fosforilada. 

 

 

 

Figura 3.2. Estructura secundària de l’àcid glutàmic (a) i  de la serina fosforilada (b). Les estructures s’han 
creat mitjançant el navegador web ChEMBL

[45]
. 

 

Per tant, el fet de col·locar un aminoàcid fosfomimètic en el centre actiu de la quinasa 

provoca que B-Raf estigui constantment activada. Això implica una fosforilació 

continua de MEK i una activació permanent de la via, conduint a una proliferació 

descontrolada de la cèl·lula. 

La gran presència de la mutació V600EBRAF en els càncers la converteix en una possible 

diana terapèutica a tenir molt en compte, i des de fa relativament poc temps han 

començat a sortir medicaments específics per aquesta mutació, com per exemple el 

fàrmac vemurafenib. 

  

3.4. El fàrmac vemurafenib 
 

Com s’ha pogut veure fins ara, la mutació BRAF-V600E té una alta incidència entre els 

melanomes. Tot i així, fins fa relativament poc només existien dos tractaments per a 

aquesta malaltia: interleuquina-2 i dacarbazine; els quals, a més, eres inespecífics i 

presentaven una baixa eficàcia[30]. L’aprovació el 2011 del fàrmac vemurafenib[30] va 

suposar l’aparició del primer medicament específic per combatre aquesta mutació i un 

salt qualitatiu per al tractament de melanomes.  

Vemurafenib, també anomenat PLX4032[25], és una molècula selectiva per a la mutació 

V600E, tot i que també actua contra la mutació V600K que apareix amb menys 

                                                 
1
 Aminoàcid fosfomimètic: aminoàcid que presenta  una estructura  terciària  molt semblant a  un aminoàcid  

fos fori lat. 

(a) àcid glutàmic    (b) fosfoserina 
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freqüència en els melanomes (al voltant d’un 10% dels casos [38]). Bàsicament, el fàrmac 

vemurafenib actua unint-se al kinase activation loop de V600EBRAF impedint que pugui 

dur a terme la seva activitat. La seva fórmula molecular és C23H18ClF2N3O3S i 

l’estructura secundària es presenta a la Figura 3.3.  

 

Figura 3.3. Estructura secundària del fàrmac vemurafenib. L’estructura s’ha creat mitjançant el 

navegador web ChEMBL
[45]

. 

 

A la Figura 3.4 es presenta l’estructura terciària del centre actiu de B-Raf amb el fàrmac 

vemurafenib unit.  

 

 

Figura 3.4. Estructura terciària del centre actiu de B-Raf (en forma de monòmer) amb el fàrmac 

vemurafenib unit. Imatge obtinguda del servidor web PDB. PDB ID: 4RZV
[39]

. 
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L’aparició d’un càncer no es deu només a la mutació d’un sol gen. Dins la cèl·lula es 

produeixen tot un seguit d’alteracions i desregulacions de diversos gens que 

desemboquen en la malaltia. Tot i això, s’ha demostrat que és possible provocar la 

mort de cèl·lules canceroses inhibint només una via metabòlica crítica [8]. Per tant, és 

moment de comprovar si la inhibició de V600EBRAF mitjançant el fàrmac vemurafenib té 

uns efectes beneficiosos per combatre els melanomes.  
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4. Anàlisi de V600EBRAF com a diana terapèutica utilitzant 
el fàrmac vemurafenib en melanomes 
 

Un cop coneguts els dos protagonistes és moment de comprovar si l’ús del fàrmac 

vemurafenib és efectiu per combatre els melanomes que presenten la mutació 

V600EBRAF. Per valorar aquesta eficàcia es duran a terme dos anàlisis, un a nivell 

transcripcional i l’altre a nivell poblacional, per tal d’avaluar com afecta el fàrmac a 

l’expressió dels gens i de quina manera repercuteix això en el temps de supervivència 

de l’individu. En el primer estudi es comprovarà quins gens i funcions cel·lulars es 

veuen afectades per l’ús del vemurafenib, comparant l’expressió genètica de cèl·lules 

canceroses sense tractament amb cèl·lules canceroses tractades amb el fàrmac. En el 

segon estudi es comprovarà quina resposta té el fàrmac a nivell poblacional, 

comparant el temps de supervivència d’individus tractats amb vemurafenib amb el  

d’individus tractats amb dacarbazine.  

 

4.1.  Estudi a nivell transcripcional de la inhibició de V600EBRAF en els 
melanomes 
 
4.1.1. Presentació de l’estudi 

Per dur a terme aquest anàlisi s’han utilitzat les dades pertanyents al treball realitzat 

per Parmenter et al[31], les quals es poden descarregar lliurement del navegador web 

Gene Expression Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)[46]. En l’estudi de Parmenter et 

al, com en el que es presenta, es pretén avaluar l’efecte del vemurafenib a nivell 

transcripcional en cèl·lules de melanoma humà. Per fer-ho utilitzen la línia cel·lular 

A375, la qual presenta la mutació V600EBRAF, i incuben tres rèpliques tractades amb 

10µM de vemurafenib i tres rèpliques control tractades amb 0.1% de DMSO (sis 

mostres en total) durant 24 hores. De cada mostra se n’obté el RNA resultant i se’n 

mesura l’expressió, en forma d’oligonucleòtids2, mitjançant la hibridació amb sondes 

de microarrays3. Així, les dades obtingudes del servidor web GEO [46] corresponen als 

valors d’expressió de cada sonda del microarray per a cada una de les sis mostres. Els 

                                                 
2 Ol igonucleòtid: seqüència  de DNA o RNA de 50 parel l s  de bases  o inferior.  
3
 Microarray: superfície sòlida que conté una col·lecció d’spots de molècules de DNA, anomenades  sondes , i  que 

permet mesurar l ’expressió gènica d’un determinat conjunt de gens  a  través  de la  hibridació amb les  sondes .   



23   

microarrays utilitzats en l’estudi de Parmenter et al són del model Affymetrix Human 

Gene 1.0 ST Array, i els arxius d’expressió de les mostres venen en format CEL. 

L’anàlisi es portarà a terme íntegrament amb RStudio, utilitzant principalment el 

paquet oligo[40] de Bioconductor4 que permet l’anàlisi de dades de microarray. També 

s’han utilitzat altres paquets que ajuden a augmentar i complementar el procés, els 

quals s’aniran comentant durant l’explicació del procés seguit pel tractament de 

dades. Juntament amb la memòria s’adjunta l’script d’R utilitzat per dur a terme 

aquest anàlisi, el qual s’anomena AnalisiMicroarray.R.  

 
Així, el que s’obtindrà al final d’aquest anàlisi serà una col·lecció de gens que es troben 

expressats de manera diferencial entre les dues condicions. És a dir, es valorarà aquells 

gens que es troben up i down-regulats (és a dir, sobreexpressats i 

infraexpressats/inhibits, respectivament) amb l’ús de vemurafenib respecte les 

cèl·lules control, relacionant-ho amb els processos biològics, funcions i vies 

metabòliques on estan implicats. Com l’objectiu és determinar si el vemurafenib frena 

la proliferació cel·lular en les cèl·lules canceroses, serà especialment important centrar 

l’atenció en aquells gens que es troben down-regulats en les cèl·lules tractades.  

 

4.1.2. Desenvolupament i resultats de l’estudi 

Tot i que existeixen diverses eines per a l’anàlisi de dades de microarray, en general 

totes elles segueixen un patró i tenen uns passos claus. En aquest apartat s’exposarà 

quin tractament han seguit les dades pas a pas, explicant per què i de quina manera 

s’ha dut a terme cada punt i quins són els resultats obtinguts. A més, s’inclouran les 

comandes que han permès seguir el procés i obtenir els resultats, però l’explicació de 

cada comanda s’inclou només a l’script adjunt per agilitzar la lectura de la memòria.  

4.1.2.1. Lectura de les dades  

El primer punt de l’estudi consisteix en la importació dels arxius CEL (descarregats 

prèviament del servidor web) a R i la creació de l’objecte de dades que contindrà els 

valors d’expressió de les sondes i amb el qual es treballarà. La importació dels arxius 

                                                 
4
 Bioconductor: projecte per a l ’anàlisi de dades genòmiques que conté paquets  d’R per dur a  terme a nàl is i s  de 

bioinformàtica  i  bioestadís tica [47]. 
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CEL (emmagatzemats en el directori workingDir) utilitzant el paquet oligo és un 

procediment senzill que consta dels dos següents passos: 

 
 

Les dades en cru (dades d’expressió de les sondes) s’han agrupat dins l’objecte dades, 

el qual conté els següents apartats: 

 

 

Observant l’arxiu es pot comprovar que inclou les sis mostres (les tres rèpliques 

control i les tres rèpliques tractades) i 1102500 dades d’expressió de les sondes. S’ha 

de tenir en compte, però, que l’expressió d’una sonda no correspon a l’expressió d’un 

gen, ja que per cada gen hi ha diverses sondes que mesuren la seva intensitat. Així, tot 

aquest volum de dades es veurà reduït significativament en processos posteriors fins 

obtenir només aquells gens expressats diferencialment entre les dues condicions.  

Tant els arxius CEL (mostres) com les dades d’expressió venen representats mitjançant 

un codi. En el primer cas, cada mostra té el codi GSM10526XX.CEL, on XX són números 

entre el 15 i el 20 depenent de la mostra. La informació per conèixer quins codis 

pertanyen a les mostres control i quines a les mostres tractades està inclosa en el 

mateix directori web d’on es poden descarregar[45]. Així, els codis que acaben amb els 

números 15, 16 i 17 són les mostres control, mentre que les acabades amb 18, 19 i 20 

són les tractades amb vemurafenib. En el segon cas, les sondes estan representades 
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per un codi numèric que més endavant s’haurà de traduir amb els noms dels gens 

corresponents, tot i que el procediment s’explicarà arribat el moment. 

4.1.2.2. Exploració de les dades en cru 

En aquest apartat s’han realitzat diversos gràfics que permeten observar la distribució 

de les expressions en les diferents mostres, com s’agrupen entre elles i, sobretot, la 

presència d’alguna mostra problemàtica. S’ha de tenir en compte que en aquest 

apartat es treballa amb totes les dades d’expressió de totes les sondes, així que no es 

poden treure més conclusions que comprovar que totes les mostres són de bona 

qualitat. Es realitzaran un total de set gràfics, que es presenten a continuació: 

 

Histograma i boxplot  

Aquests dos gràfics permeten observar com es distribueixen les expressions en les sis 

diferents mostres. L’histograma i el boxplot es mostren a la Figura 4.1 i Figura 4.2, 

respectivament, i la comanda utilitzada per crear-los es la següent: 

 

 
 

Tant l’histograma com el boxplot mostren una certa uniformitat entre les rèpliques del 

mateix tractament, i no s’aprecia cap distribució anòmala en cap de les mostres.  
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Figura 4.1. Histograma de la distribució de les expressions de les sis mostres d’estudi. 

 

 

Figura 4.1. Boxplot de la distribució de les expressions de les sis mostres d’estudi. 
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Clúster jeràrquic i anàlisi de components principals (PCA) 

Aquests dos gràfics permeten observar com s’agrupen les  mostres entre elles. En estar 

treballant amb mostres tractades i no tractades és d’esperar que les rèpliques 

s’agrupin seguint aquest criteri, tot i que si no és el cas no seria alamant ja que, com 

s’ha explicat, s’esta utilitzant tot el conjunt de gens. El clúster jeràrquic es mostra a la 

Figura 4.3 i el PCA en la Figura 4.4, i la comanda utilitzada per crear-los és la següent: 
 

 

 

 

Figura 4.3. Agrupament jeràrquic de les sis mostres d’estudi. 
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Figura 4.4. Gràfic d’anàlisi  de components principals de les sis mostres d’estudi. 

 

En ambdós casos les rèpliques tendeixen a agrupar-se segons si estan tractades amb 

vemurafenib o no.  

 
MAplot  

Un MAplot compara els valors d’expressió de cada mostra amb la mediana d’expressió 

de les sis mostres, permeten observar les desviacions presents en cada una de elles. La 

comanda per realitzar el MAplot, que es presenta a la Figura 4.5, és la següent: 

 

 

En els gràfics MAplot no s’aprecia una dispersió massa elevada en cap de les sis 

mostres. 
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Figura 4.5. Gràfic MAplot de les sis mostres d’estudi. 

 

RLE i NUSE 

El gràfic d’expressió relativa en escala logarítmica (RLE, de l’anglès Relative Log 

Expression) i el gràfic d’error estandaritzat i normalitzat (NUSE, de l’anglès Normalized 

Unscaled Standard Error) permeten comprovar la presència d’errors en les mostres. 

Són gràfics tipus boxplot però per realitzar-los és necessari ajustar un model amb les 

dades d’expressió, essent els valors estimats del model comparats amb els valors 

reals[47]. El més informatiu és el gràfic NUSE, ja que treballa amb els residus del model i 

permet detectar fàcilment problemes en els arrays de les mostres. Si alguna de les 

caixetes del boxplot no és simètrica i apareix desplaçada és indicatiu de problemes. Els 

gràfics RLE i NUSE es mostren a la Figura 4.6 i Figura 4.7, respectivament, i la comanda 

per realitzar-los és la següent: 
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Figura 4.6. Gràfic d’expressió relativa (RLE) de les sis mostres d’estudi. 

 

 

Figura 4.7. Gràfic d’error no estandarditzat i  normalitzat (NUSE) de les sis mostres. 

 

 

Tant el gràfic RLE com el NUSE són simètrics i centrats, així que no hi ha cap indici que 

indiqui problemes en les mostres i, per tant, es pot procedir amb el següent pas de 

l’anàlisi. 
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4.1.2.3. Normalització de les dades 

La normalització és una etapa important en molts anàlisis de dades de microarrays. 

Bàsicament, el que s’aconsegueix amb la normalització és ajustar tota aquella variància 

que hi pugui haver en les mostres, causada pels mètodes experimentals emprats, i fer 

les dades comparables entre sí[34][47].  

Tot i que existeixen diversos mètodes de normalització, el més habitual entre arrays 

d’Affymetrix i el que s’ha utilitzat en aquest anàlisi és el mètode RMA. Aquest, a més 

de normalitzar les dades, prèviament realitza una correcció de fons i posteriorment a 

la normalització aplica una sumarització, és a dir, dóna un únic valor d’intensitat per a 

cada grup de sondes a partir de totes les sondes associades [47]. En resum, un cop 

aplicat el mètode RMA s’aconsegueix que cada dada d’expressió correspongui a un gen 

i que siguin comparables entre elles.  

Per dur a terme la normalització el mateix paquet oligo inclou l’opció rma():  

 
 

La matriu matriu_dades conté tots els valors d’expressió de les sis mostres 

normalitzades i, com es pot observar, el número d’aquests s’ha reduit dràsticament, 

passant de 1102500 a 33297. A més, com s’ha explicat anteriorment i es pot observar, 

cada gen ve anotat mitjançant un codi numèric que, posteriorment, s’haurà 

d’identificar. 

 
Exploració gràfica de les dades normalitzades 

Per acabar aquest apartat, s’ha dut a terme una altra exploració gràfica per tal de 

visualitzar el resultat de la normalització. No obstant això, en aquets cas només s’ha 

realitzat un boxplot (Figura 4.8), un MAplot (Figura 4.9) i un gràfic PCA (Figura 4.10). 
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Figura 4.8. Boxplot de la distribució de les expressions  de les sis mostres normalitzades. 

 
 

 

 

Figura 4.9. Gràfic MAplot de les sis mostres normalitzades. 
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Figura 4.10. Gràfic d’anàlisi  de components principals de les sis mostres normalitzades. 

 

Com s’aprecia en el gràfics, l’efecte de la normalització de les dades és clara. En el 

boxplot s’observa com la distribució de les expressions en les sis mostres s’ha 

pràcticament igualat, mentre que en el MAplot la dispersió és molt més homogènia 

entre les mostres. Finalment, en el gràfic de components principals les rèpliques 

presenten una major agrupació segons si han estat tractades o no. 

4.1.2.4. Selecció de gens expressats diferencialment 

Un cop les dades estan normalitzades es pot procedir amb la selecció de gens. Per a la 

selecció dels gens diferencialment expressats existeixen múltiples aproximacions que 

permeten dur-ho a terme. En aquest cas s’ha usat el mètode basat en la creació d’un 

model lineal, a partir del qual es podrà determinar aquells gens que difereixen 

significativament entre les dues condicions (control i tractament). El paquet limma[35] 

proporciona les eines adequades per realitzar el model lineal.  

 

Creació i estimació del model lineal  

Per a l’estimació del model lineal és necessari, en primer lloc, la creació d’una matriu 

de disseny i una matriu de contrast. Per una banda, una matriu de disseny consisteix 

en una matriu d’uns i zeros que determina quina mostra pertany a cada tractament. 

Les mostres s’assignen a les files i els tractaments a les columnes, i la matriu s’omple 

d’uns i zeros segons si la mostra pertany o no al tractament. Per altra banda, la matriu 
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de contrast és la que permet realitzar les comparacions, que en aquest cas serà la 

comparació entre les mostres amb vemurafenib i les mostres control.  

La matriu de disseny es pot crear de manera manual o utilitzant la funció 

model.matrix() d’R: 

 
 

La matriu de contrast es crea a partir de la comanda makeContrast(), incloent-hi la 

comparació que es desitja realitzar (vemurafenib – control): 

 
 

Com s’observa, el resultat és l’assignació del valor “-1” al control i “1” al vemurafenib. 

Un cop creades la matriu de disseny i la matriu de contrast ja és possible estimar el 

model lineal, la creació del qual és un procés de tres etapes.  

La primera etapa és l’estimació d’un model utilitzant només la matriu de dades 

(matriu_dades, obtinguda a l’apartat anterior) i la matriu de disseny, ja que d’aquesta 

manera es calcula la mitjana d’expressió de les tres rèpliques per a cada gen i 

tractament. El segon pas és aplicar la matriu de contrast al model creat, comparant així 

els nivells d’expressió entre mostres control i les mostres amb vemurafenib per a cada 

gen. Finalment, s’han d’utilitzar mètodes empírics Bayesians per tal de reduir la 

variància del model, és a dir, per reduir la influència de desviacions atípiques molt altes 

o molt baixes. Los comandes són les següents: 
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Així, el model model_eb final conté, entre altres, els coeficients d’expressió dels gens, 

el contrast aplicat i valors t i p-valors que permetran seleccionar els gens expressats de 

manera diferencial. Una manera de visualitzar els resultats del model és mitjançant un 

volcano plot (Figura 4.11), el qual representa els canvis d’expressió dels gens entre les 

dues condicions. La comanda és la següent: 
 

 

 

Figura 4.11. Volcano plot dels gens expressats. Els valors superior a (-1,1) a l’eix de les X (Log Fold 
Change) i  superiors a 0 a l’eix de les Y (Log Odds) són els que es troben diferencialment expressats. 

 

Aquells gens que superen el valor de 1, en valor absolut, a l’eix de les X i el valor de 0 a 

l’eix de les Y són els que es troben diferencialment expressats.  

 
Selecció de gens 
 

Un cop estimat el model es pot procedir a la selecció dels gens que es troben 

expressats de manera diferencial entre les dues condicions. Treballant amb una 

significació del 5%, la funció decideTests() del paquet limma evalua cada gen del model 
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creat i identifica aquells que són significativament diferents sota la hipósis nula 

següent:  

 

H0:  no hi ha diferències significatives en l’expressió genètica. 

 

El resultat d’aplicar aquesta funció és tota la llista de gens els quals tindran assignats 

un valor de tres possibles: -1 els down-regulats, 1 els up-regulats i 0 si no s’aprecien 

diferències significatives. És a dir, aquells gens que augmenten la seva expressió 

significativament per l’efecte de vemurafenib se’ls assignarà el número 1, mentre que 

aquells que disminueixen l’expressió (o són inhibits) pel vemurafenib se’ls assignarà el 

número -1.  La comanda és la següent: 
 

 
 

La quantitat de gens up i down-regulats per l’efecte del vemurafenib és la següent: 

 
 

Com s’observa, la quantitat de gens que varien la seva expressió és mínima respecte 

els que no la varien, però són aquests els gens d’interès i els que donaran resposta a 

quin efecte produeix el vemurafenib en les cèl·lules de melanoma humà. Així, el 

següent pas és seleccionar només els gens que es troben diferencialment expressats 

de tota la llista de gens: 
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Amb això ja s’ha aconseguit un data frame només d’aquells gens diferencialment 

expressats. Un heatmap (Figura 4.12) permet visualitzar els perfils d’expressió dels 

gens seleccionats, aplicant diferents colors segons si els gens es troben up o down-

regulats. La comanda per la creació del heatmap és la següent: 
 

 

 

Figura 4.12. Heatmap dels gens diferencialment expressats entre les mostres tractades amb 
vemurafenib i  les mostres control. 
 

Com s’observa a la Figura 4.12, la diferència d’intensitat en l’expressió és clara entre 

les dues condicions.  

4.1.2.5. Anotació de resultats 

Tot i haver seleccionat els gens que es troben diferencialment expressats, realment 

serveix de poc si no es coneix quins són aquests gens. Com s’ha comentat 

anteriorment, tots els gens provinents dels microarrays venen anotats mitjançant un 

codi numèric. Per traduir aquest codi i identificar el gen al qual estan associats 

existeixen una sèrie de paquets d’anotació que depenen del microarray utilitzat. El 

paquet que s’ha utilitzat en aquest cas per anotar els gens és el 

hugene10sttranscriptcluster.db[54]. A més, també s’ha utilitzat el paquet annaffy[55], el 

qual permet la creació de taules d’anotació on apareix informació de cada gen anotat 

com el símbol, el nom i el cromosoma en el qual està localitzat, així com hipervincles a 



38   

diverses bases de dades amb informació relativa a cada gen. Així, s’han creat dues 

taules d’anotació, una pels gens up-regulats i una altra pels down-regulats, 

anomenades AnotacioGensUp.html i AnotacioGensDown.html, respectivament, i que 

s’entreguen juntament amb la memòria.  

Per crear aquestes taules és necessari, primer, emmagatzemar els codis dels gens en 

dos objectes que s’han anomenat ID_up i ID_down:  

 
 

L’objecte ID_gens_DE conté la ID de tots els gens diferencialment expressats, però 

aquest serà necessari en el següent apartat. Un cop creats els nous objectes s’ha 

procedit a la creació de les dues taules d’anotació dels gens, essent un exemple del 

procés el següent: 

 

 

En els arxius obtinguts apareixen gens que no estan anotats així com gens en els quals 

els falta alguna informació, però en general les taules són bastant completes. No 

obstant això, treure conclusions sobre l’efecte del fàrmac vemurafenib d’aquest arxiu 

és una tasca tediosa i ineficient, ja que s’hauria de revisar gen a gen les funcions que 

desenvolupen i relacionar-ho manualment. És per aquest motiu que un anàlisi de 

significació biològica és vital en aquests tipus d’estudis. 

4.1.2.6. Anàlisi de significació biològica 

Fins aquest punt s’ha obtingut tota una col·lecció de gens que es troben expressats de 

manera diferencial per l’efecte del vemurafenib, ja sigui per sobreexpressió o per 

inhibició, però són poc informatiu per si sols , i per aquest motiu és clau un anàlisi de 

significació biològica. De forma resumida, l’anàlisi de significació biològica elabora una 

llista dels termes GO i termes KEGG més comuns entre tota aquesta col·lecció de gens  

seleccionats. 

Gene Ontology (GO)[48][49] i Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)[50][51][52] 

són bases de dades que donen informació sobre les funcions i processos biològics, 
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entre altres, dels gens anotats. Els termes GO informen de les funcions que 

desenvolupen els gens, els processos biològics on estan implicats i el component 

cel·lular on actuen, mentre que els termes KEGG donen una informació més global de 

la funció del gen dins la cèl·lula. Així, l’anàlisi de significació biològica consisteix en 

relacionar cada gen seleccionat amb els termes GO i KEGG que l i corresponguin, per 

després elaborar una llista d’aquells termes més repetits. D’aquesta manera es podrà 

determinar com afecta a nivell funcional i de processos la presència del vemurafenib 

en les cèl·lules canceroses i comprovar si inhibeix o no la proli feració cel·lular. 

Mitjançant els paquets GOstats[56], hugene10sttranscriptcluster.db i org.Hs.eg.db[57] és 

possible vincular els gens amb els servidors web Gene Ontology i KEGG. Els gens s’han 

separats segons si són up o down-regulats, fet que permetrà comprovar quins 

processos estan sobreexpressats i quins inhibits per l’efecte del vemurafenib. Així, 

d’aquest anàlisi s’obtindran quatre arxius html que s’adjunten amb la memòria: 

- GOup: termes GO dels gens up-regulats. 

- GOdown: termes GO dels gens down-regulats. 

- KEGGup: termes KEGG dels gens up-regulats. 

- KEGGdown: termes KEGG dels gens down-regulats. 

 

No obstant això, com que es pretén avaluar si el vemurafenib és un fàrmac eficaç per 

aturar la proliferació cel·lular en cèl·lules canceroses, és lògic esperar que on es 

trobarà més informació d’interès és en els gens down-regulats. A més, com s’ha 

explicat, dels termes GO se’n pot obtenir la funció molecular, el procés biològic i el 

component cel·lular, però en aquest projecte només s’avaluaran els termes GO 

corresponents al procés biològic. Tenint en compte que es vol comprovar l’efecte del 

vemurafenib sobre el procés de proliferació cel·lular, conèixer les funcions moleculars i 

els components cel·lulars més comuns no aportaria informació rellevant ni necessària. 

Un exemple del procés per obtenir aquests quatre arxius és el següent: 
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A la taula obtinguda dels termes GO down-regulats (GOdown) hi destaquen els 

processos que tenen relació amb el desenvolupament i la divisió cel·lular (cicle 

cel·lular, mitosi, replicació del DNA, etc.) així com processos que involucren el DNA 

(reparació, organització dels cromosomes, etc.). La llista de termes KEGG down-

regulats (KEGGdown) apunta en la mateixa direcció, essent les funcions i vies 

relacionades amb el cicle cel·lular les que presenten més diferències d’expressió 

respecte les cèl·lules control.  

Pel que fa els termes GO i KEGG up-regulats (GOup i KEGGup), en el primer cas 

apareixen processos diversos relacionats amb el transport, locomoció, processos 

metabòlics de molècules petites i migració cel·lular. En el cas dels termes KEGG també 

apareixen funcions i vies diverses, tot i que s’ha de destacar la presència d’un augment 

en l’expressió de gens relacionats amb les vies MAPK. 
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4.2.  Estudi a nivell poblacional de la inhibició de V600EBRAF en els 
melanomes 
 

4.2.1. Presentació de l’estudi 
 

Per dur a terme aquest anàlisi s’han utilitzat les dades de l’estudi realitzat per 

Chapman et al[41], en el qual es pretén avaluar i comparar, entre altres, la 

supervivència d’individus tractats amb vemurafenib amb la d’individus tractats amb 

dacarbazine. Com s’ha explicat anteriorment, el dacarbazine és un medicament usat 

també per combatre els melanomes però que presenta una baixa eficàcia [30]. En 

l’estudi es treballa amb 672 individus que presenten la mutació V600EBRAF en 

melanomes, els quals se separen en dos grups d’igual número (336). Un grup és tractat 

amb vemurafenib i un altre grup amb dacarbazine, i es realitza un seguiment durant un 

any de la supervivència i mort d’aquests individus.  

En aquest apartat, doncs, es durà a terme un anàlisi de supervivència5 amb l’objectiu 

d’avaluar si els individus tractats amb vemurafenib presenten una major supervivència 

respecte els individus tractats amb dacarbazine, comprovant si la diferència observada 

(en cas d’haver-n’hi) és significativa o no. A l’hora de realitzar un anàlisi de 

supervivència s’han de tenir en compte dos factors: el temps de falla o temps fins 

l’esdeveniment i el temps de censura. En aquest cas, l’esdeveniment o falla és la mort 

de l’individu, mentre que la censura és quan s’interromp el seguiment d’un individu 

per una causa diferent a la falla (per exemple, que abandona l’estudi). Per tant, de 

cada individu se n’ha de mesurar el temps des de l’inici de l’estudi fins que falla, és 

censurat o fins la finalització del projecte.  

Aquest anàlisi s’inicia, doncs, amb els temps de falla i censura dels individus, i a partir 

d’aquests es durà a terme l’anàlisi de supervivència. No obstant això, les dades exactes 

dels temps de falla i censura no s’han pogut obtenir ja que no estan disponibles de 

forma lliure. Així, s’ha realitzat una aproximació dels temps de falla i censura a partir 

del gràfic de les corbes de supervivència de l’estudi, el qual es mostra a la Figura 4.13.  

A l’apartat 4.2.2.1 de creació de les dades es donaran detalls de com s’han obtingut.  

                                                 
5
 Anàlisi de supervivència: col·lecció de procediments estadístics on la variable d’interès  és  el  temps  fins  que es  

produeix un esdeveniment (mort, recuperació del  pacient, etc.) [42]. 
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Figura 4.13. Gràfic de les corbes de supervivència pels individus tractats amb vemurafenib (l ínia negre) i  
dacarbazine (l ínia grisa) obtingut de l’estudi dut a terme per Chapman et al

[41]
. Les l ínies verticals de les 

corbes representen els individus censurats  durant el temps d’estudi . A l’eix de les X es mostra el temps  
de supervivència (mesos) i  a l ’eix de les Y el percentatge de supervivència.  

 

El que s’espera al final d’aquest estudi és obtenir una corba de supervivència per a 

cada grup de tractament, semblants a les corbes de la Figura 4.13, i contrastar la 

següent hipòtesis nul·la: 

H0: no hi ha diferències significatives entre les corbes de supervivència (entre 

tractaments).  

 

L’anàlisi es portarà a terme íntegrament amb RStudio, utilitzant només el paquet 

survival[53] inclòs a R i que presenta totes les eines i funciones necessàries per realitzar 

l’anàlisi de supervivència. Amb la memòria s’adjunta un script d’R amb el procediment 

seguit en l’anàlisi de supervivència i anomenat AnalisiSupervivencia.R. 

 

4.2.2. Desenvolupament i resultats de l’estudi 
 

Un anàlisi de supervivència no té la complexitat d’un anàlisi de dades de microarray 

però sí que ha de seguir una sèrie de passos. En aquest apartat s’exposarà quin 

tractament han seguit les dades pas a pas, explicant per què i de quina manera s’ha 

dut a terme cada punt i quins són els resultats obtinguts. A més, s’inclouran les 

comandes que han permès seguir el procés i obtenir els resultats, però l’explicació de 

cada comanda s’inclou només a l’script adjunt per agilitzar la lectura de la memòria. 
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4.2.2.1. Creació de les dades per l’estudi 

El primer pas és crear els objectes de dades per a realitzar l’anàlisi de supervivència, 

essent només necessaris els temps de falla i els temps de censura dels individus. Com 

s’ha explicat, aquests temps no es coneixen de manera exacte i s’han aproximat a 

partir dels individus que han fallat i han estat censurats cada mes. Per dur-ho a terme 

primer s’han comptabilitzat els individus censurats cada mes mitjançant el gràfic de la 

Figura 4.13, i a partir d’aquests i el número de persones en risc (No. at risk) s’han 

calculat els individus que han fallat de la següent manera:  
 

𝑁º 𝑑′𝑒𝑠𝑑𝑒𝑣𝑒𝑛𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑠 = (𝑁º 𝑒𝑛 𝑟𝑖𝑠𝑐𝑚𝑒𝑠 𝑖 − 𝑁º 𝑒𝑛 𝑟𝑖𝑠𝑐𝑚𝑒𝑠 𝑖+1) − 𝑁º 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑡𝑠 

 

A la Taula 4.1 i Taula 4.2 es mostren el número d’individus en risc, els individus que 

han fallat i els censurats cada mes per a cada tractament. 

 

Taula 4.1. Recompte d’individus que han seguit el tractament amb vemurafenib mes a mes durant un 

any.  

Vemurafenib 
 

  Número individus en risc 
(a l’inici del mes) 

Número esdeveniments 
(durant tot el mes) 

Número censurats 
(durant tot el mes) 

Gener 336 0 16 

Febrer 320 1 53 

Març 266 21 35 

Abril 210 31 17 

Maig 162 26 25 

Juny 111 15 16 

Juliol 80 21 24 

Agost 35 8 13 

Setembre 14 2 6 

Octubre 6 1 4 

Novembre 1 0 1 

Desembre 0 0 0 

Final 0 0 0 
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Taula 4.2. Recompte d’individus que han seguit el tractament amb dacarbazine mes a mes durant un 
any. 

Dacarbazine 

 Número individus en risc 
(a l’inici del mes) 

Número esdeveniments 
(durant tot el mes) 

Número censurats 
(durant tot el mes) 

Gener 336 21 32 

Febrer 283 51 40 

Març 192 39 16 

Abril 137 13 26 

Maig 98 14 20 

Juny 64 11 14 

Juliol 39 9 10 

Agost 20 4 7 

Setembre 9 0 8 

Octubre 1 0 0 

Novembre 1 1 0 

Desembre 0 0 0 

Final 0 0 0 

 

Un cop calculats els individus fallats i censurats mes a mes, els temps de falla i censura 

s’han obtingut repartint el número d’individus equitativament al llarg del mes. Per 

exemple, si durant el mes de gener s’han censurat 16 individus que seguien el 

tractament amb vemurafenib, els temps de censura s’han obtingut de la següent 

manera: 

𝐶𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑡𝑠 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟 =  
1 𝑚𝑒𝑠

16 𝑐𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑡𝑠
·

31 𝑑𝑖𝑒𝑠

1 𝑚𝑒𝑠
= 1.94 𝑑𝑖𝑎/𝑐𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑡 

 

Així, durant el mes de gener s’ha considerat que hi ha un individu censurat cada 1.94 

dies. Totes les dades s’han calculat a mà, i òbviament en els mesos on només hi havia 

un o dos individus no ha fet falta seguir aquest procediment. Un cop calculats els 

temps de falla i censura s’han introduït dins d’R, un exemple del qual és el següent: 

 
 

Els objectes esd.v i cens.v contenen els temps de falla i censura, respectivament, pels 

individus tractats amb vemurafenib, mentre que temps.v conté el temps de falla i 
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censura junts. S’ha procedit d’igual manera amb els individus tractats amb 

dacarbazine, obtenint els objectes esd.d, cens.d i temps.d. Òbviament només amb 

aquest conjunt de temps no és possible dur a terme l’anàlisi, ja que R no pot identificar 

quins temps corresponen a falles i quins a censures ni quins són els individus tractats 

amb vemurafenib i dacarbazine. Per tant, és necessària la creació de noves variables 

que relacionin aquests conceptes. El procediment seguit ha estat el següent: 

 

 

La variable tractament indica quins temps corresponen a cada tractament (“V” per al 

tractament amb vemurafenib i “D” per al tractament amb dacarbazine), i la variable 

status diferencia entre els temps de falla, que corresponen al valor “1”, i els temps de 

censura, que corresponen al valor “0”. Finalment, la variable temps engloba tots els 

temps junts, i amb aquests objectes s’ha creat el data frame incloent totes les dades i 

amb el qual es pot dur a terme l’anàlisi de supervivència: 
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4.2.2.2. Càlcul de l’estimador de Kaplan-Meier 

L’estimador de Kaplan-Meier o estimador de la supervivència és el mètode amb el qual 

és possible obtenir les corbes de supervivència[42] a partir de les dades creades 

anteriorment. La fórmula és la següent: 

𝑆(𝑡(𝑓)) =  ∏
𝑛𝑖 − 𝑑𝑖

𝑛𝑖
𝑡𝑖<𝑡

 

 

On 𝑆(𝑡(𝑓)) és l’estimador Kaplan-Meier, que indica la probabilitat d’un individu de 

viure més enllà d’un determinat temps ti; ni el número de persones que resten al 

temps ti i di el número d’esdeveniments en aquest temps. Així, l’estimador Kaplan-

Meier és el càlcul de la probabilitat de supervivència per a cada temps de l’estudi. Amb 

R és possible obtenir l’estimació de Kaplan-Meier mitjançant les comandes Surv() i 

survfit(), totes dues pertanyents al paquet survival.  

La comanda Surv() serveix per crear l’objecte que contindrà tots els temps de 

supervivència, diferenciant entre els individus que fallen i els censurats. Els dos 

objectes de supervivència, un per a cada tractament, s ’han creat de la següent 

manera: 

 
 

La variable superv.v inclou els temps de supervivència dels individus tractats amb 

vemurafenib i la variable superv.d el temps dels individus tractats amb dacarbazine. 

Com s’aprecia, la funció Surv() adjunta en alguns temps el símbol ‘+’, indicant que 

aquests temps són de censura i diferenciant-los dels temps de falla, els quals es 

mostren sense cap afegit. 

Amb els objectes de supervivència creats, la comanda survfit() permet el càlcul de 

l’estimador Kaplan-Meier, a més de donar dades com errors estàndard, intervals de 

confiança, medianes, etc. S’ha creat un objecte survfit per a cada tractament a partir 

dels objectes de supervivència realitzats: 
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Es mostra un extracte de l’objecte surv.v, el qual conté els temps de falla (time), el 

número de persones en risc per a cada temps de falla (n.risk) i l’estimador Kaplan-

Meier (survival), entre altres, dels individus tractats amb vemurafenib. Com s’observa, 

la probabilitat de supervivència va disminuint a mesura que passa el temps, fet lògic 

tenint en compte que, com més temps passa, més probabilitats hi ha que es produeixi 

la mort de l’individu. Dels objectes surv.v i surv.d encara se’n poden treure més dades 

d’interès, com per exemple la mediana: 

 
 

La mediana indica la vida mitja de cada grup d’estudi, és a dir, el temps en què el 

número d’individus s’ha reduït a la meitat. Com s’observa, la mediana per a l temps de 

supervivència és més alta en els individus tractats amb vemurafenib (surv.v) que amb 

els tractats amb dacarbazine (surv.d), essent de 6.29 mesos en el primer cas i 4.36 

mesos en el segon. No obstant, en no treballar amb les dades adequades , aquests 

temps de vida mitja no s’han de veure com estimacions reals, però sí que serveixen per 

comprovar que el tractament amb vemurafenib provoca un augment del temps de vida 

mitja en els pacients amb melanoma. És moment de comprovar, doncs, si aquest 

augment s’allarga durant tot el temps d’estudi i si la diferència observada és 

significativa o no.  
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4.2.2.3. Estimació de les corbes de supervivència i càlcul del Log-rank test 

Bàsicament, l’estimació de les corbes de supervivència consisteix en representar 

gràficament (Figura 4.14) les estimacions de Kaplan-Meier calculades a l’apartat 

anterior. Per tant, el procediment a seguir és semblant a l’anterior: 

 

 

Figura 4.14. Gràfic d’estimació de les corbes de supervivència pels individus tractats amb vemurafenib 
(l ínia blava) i  dacarbazine (l ínia grana). Les l ínies verticals de les corbes representen els individus 
censurats durant el temps d’estudi. A l’eix de les X es mostra el temps de supervivència (mesos) i  a l ’eix 

de les Y el percentatge de supervivència. 

 

Com s’observa, el gràfic d’estimació de les corbes de supervivència té una estructura 

similar al gràfic del qual es basen les dades (Figura 4.13), essent l’estimació de la corba 

de supervivència major en els individus tractats amb vemurafenib que els tractats amb 

dacarbazine. No obstant, les corbes de supervivència, tot i semblants, són molt més 

acusades que les corbes de la Figura 4.13, el que significa que les medianes són també 

més baixes que les medianes reals.  

L’últim pas és comprovar si les diferències que s’aprecien en el gràfic i en les medianes 

calculades anteriorment són significatives, fet que es pot dur a terme mitjançant el 

test Log-rank[42]. El test Log-rank es una prova χ2 que permet comparar corbes de 
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supervivència basant-se en valors observats i valors esperats. La fórmula pel càlcul del 

Log-rank es la següent: 

𝐿𝑜𝑔 − 𝑟𝑎𝑛𝑘 𝑡𝑒𝑠𝑡 =  
(𝑂𝑖 − 𝐸𝑖)

2

𝑉𝑎𝑟(𝑂𝑖 − 𝐸𝑖)
 

 

On Oi són els valors observats i Ei el valors esperats. Si el resultats del test Log-rank 

supera el valor teòric de les taules χ2 es rebutja la hipòtesis nul·la d’igualtat en les 

corbes de supervivència. R permet el càlcul del test Log-rank de manera senzilla a 

través de la funció survdiff(), obtenint un p-valor que permetrà rebutjar o no la 

hipòtesis nul·la:  

 

 

Treballant amb una significació del 5%, el p-valor tan baix rebutja clarament la 

hipòtesis nul·la plantejada i, per tant, s’accepta que existeixen diferències significatives 

entre les dues corbes de supervivència. 
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5. Conclusions 

 

5.2. Conclusions del treball 
 
En aquest projecte s’ha demostrat que la inhibició de la mutació V600EBRAF mitjançant 

el fàrmac vemurafenib és un mètode eficaç per aturar la proliferació de cèl·lules 

canceroses en els melanomes. Per una banda, l’anàlisi transcripcional ha manifestat 

que l’ús del fàrmac en cèl·lules canceroses provoca una disminució significativa en 

l’expressió de gens que tenen relació amb la proliferació i creixement cel·lular, el que 

implica un fre en el creixement del càncer. A més, també s’ha observat una disminució 

de l’expressió en gens involucrats en processos de reparació, organització i 

empaquetament del DNA.  

Les cèl·lules canceroses són molt més resistents que les cèl·lules no canceroses, 

capaces de sobreviure amb el medi mínim o en condicions adverses. És a dir, tot i que 

s’ha demostrat que el fàrmac vemurafenib atura el desenvolupament del càncer, això 

no té perquè significar l’eliminació de les cèl·lules malignes i, per tant, la reducció de la 

mida del tumor. No obstant això, el fet de disminuir també l’expressió de gens 

relacionats amb la reparació i organització del DNA pot significar, justament, que el 

fàrmac vemurafenib a més d’aturar la proliferació cel·lular també provoca l’eliminació 

d’aquestes. Tot i suportar condicions severes, excessives desregulacions que afecten 

en el DNA poden conduir a l’apoptosi cel·lular.  

Curiosament, una de les vies metabòliques que s’ha trobat sobreexpressada amb l’ús 

del vemurafenib és la via MAPK, xocant de ple amb el fet que B-Raf es troba inhibida i 

que, per tant, aquesta via no s’hauria d’expressar. Tot i això, a l’inici del projecte s’ha 

explicat que existeix més d’una via MAPK, així que el fet d’inhibir la via MAPK/ERK 

podria comportar un augment de l’expressió de les altres vies MAPK.  

Per altra banda, l’anàlisi de supervivència apunta en la mateixa direcció que l’anàlisi 

transcripcional. S’ha comprovat que el grup d’individus tractats amb vemurafenib 

tenen major temps de vida que els individus que segueixen el tractament clàssic amb 

dacarbazine. Tot i treballar amb dades aproximades i no les reals, el p-valor obtingut 

del test rebutja de manera clara la igualtat en les corbes de supervivència i, per tant, 

confirma l’augment de l’eficàcia en els tractaments de melanoma.  
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5.2. Assoliment dels objectius plantejats 
 

Tots els objectius exposats en aquest projecte s’han complert de manera satisfactòria, 

però no així tots els objectius que s’havien plantejat en començar el treball. A l’inici 

també s’havia proposat analitzar la interacció entre V600EBRAF i vemurafenib, és a dir, 

per quins residus es produeix la interacció, els tipus d’enllaços i quina és l’energia 

d’unió entre ells. Finalment, la falta d’informació trobada i la necessitat de cert 

programari per dur a terme aquest tipus d’anàlisi van fer eliminar aquest objectiu i 

continuar amb el treball. Tot i ser un tema interessant, la informació aportada per 

aquest apartat no és necessària per fer més entenedor aquest projecte.   

 

5.3. Seguiment de la planificació i metodologia 
 
La planificació s’ha seguit segons el que es va plantejar a l’inici del projecte tot i que, 

evidentment, durant el transcurs d’aquest hi ha hagut canvis. Per començar, el fet de 

no dur a terme l’objectiu comentat a l’apartat anterior ja significa un canvi a la 

planificació inicial feta. Aquest apartat es pretenia realitzar abans de començar amb 

l’anàlisi de dades de microarray, i és per aquest motiu que el diagrama de Gantt 

presenta dos dies buits abans de l’inici d’aquest.  

A més, és complicat limitar la recerca bibliogràfica quan s’està buscant constantment 

informació relacionada entre ella. Per exemple, tot i que la recerca d’informació sobre 

la via MAPK/ERK es va limitar als quatre primers dies, és possible trobar nova 

informació (o més actualitzada) quan s’està cercant sobre la quinasa B-Raf i 

complementar així la primera part. Per tant, la planificació de la part bibliogràfica no 

s’ha de veure com quelcom tancat. 

Un altre aspecte a comentar és que, com s’ha pogut comprovar, un anàlisi de dades de 

microarray és molt més complex que un anàlisi de supervivència (o, com a mínim, els 

que s’han dut en aquest projecte). No obstant, a l’inici del projecte es va planejar un 

temps similar per a realitzar-los, el que va comportar una major dedicació d’hores per 

dia en el primer anàlisi. Vist en perspectiva, hagués estat més adient dedicar més 

temps a l’anàlisi transcripcional i menys a l’anàlisi de supervivència. 

En relació a la metodologia, sense dubte el fet de no disposar de les dades reals en el 

segon anàlisi ha condicionat i limitat molt el resultat d’aquest. Tot i que les corbes de 
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supervivència obtingudes són semblants a l’estudi del qual es basen les dades, no s’ha 

volgut aprofundir més ja que totes les dades que es poguessin obtenir (com en el cas 

de la mediana de supervivència) podrien ser força diferents a les dades reals.   

 

5.4. Línies de treball futur 
 
En haver utilitzat dades d’altres estudis, tot el que s’ha dut a terme en aquest projecte 

ja s’havia realitzat amb anterioritat i, evidentment, els estudis han seguit avançant. En 

aquest estudi s’ha comprovat que la inhibició de V600EBRAF mitjançant l’ús de 

vemurafenib frena la proliferació de cèl·lules canceroses, i actualment està demostrat 

que en dosis altes el fàrmac és capaç de provocar l’apoptosi cel·lular i disminuir la mida 

del tumor en un gran nombre de casos [28][30]. A més, avui dia també existeix un altre 

fàrmac, anomenat dabrafenib, que és específic per combatre aquesta mutació[29]. 
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7. Annex 
 
1. Seqüència nucleotídica de la regió codificant de BRAF, obtinguda a través del 

servidor web UCSC. 

 
 


