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1. INTRODUCCIO

Recerca biomédica en la que he pogut participar

El grup de recerca biomedica del laboratori Dr. Perucho de @0. IGTP g

I"lGTP (Institut Trias i Pujol Research Institute) esta duent a

Garmare Tiae

terme una investigacié per aconseguir trobar, d’entre un Figura 1-1
http://www.germanstrias.org/

grup de 900 gens, quins sén els 10 que tenen més

influéncia en fer que les cél-lules siguin més sensibles (es moren més) o menys

sensibles (es moren menys o es fan immortals) a la quimioterapia del cancer de colon.

S’ha seleccionat aquest grup de 900 gens fent un ampli estudi de les classificacions de

gens.

Per aconseguir saber com actua cadascun dels 900 gens es fa un procés per
silenciar/bloquejar un gen a cada cél-lula. Aquest procés de bloqueig es fa sobre
cultius de cel-lules canceroses, després s’incorpora tractament de quimioterapia
sobre aquests cultius, concretament es fan 4 tandes de tractament amb drogues
durant 21 dies, i després d’aquests dies de tractament es compara el creixement de les
cél-lules canceroses amb algun gen bloquejat i el creixement de les cel-lules canceroses

control (sense cap gen bloquejat).

La investigacié consta de 2 fases. La
primera comenca amb el bloqueig dels
900 gens (només un per cél-lula). Després
es fan cicles d’estudi que duren 21 dies.
Cada cicle s’inicia amb la preparacié del

sembrat de cellules amb els gens

bloquejats, continua amb el tractament o072 collules
amb  quimioterapia i acaba amb

I’enviament de ceél-lules canceroses a seqlienciar. A la seqlienciacié d’ADN es pot
identificar quin dels 900 gens tenia bloquejat cada cel-lula i aixi, amb els resultats
d’aquesta seqlienciacio, es pot fer una cerca en negatiu per localitzar quin dels gens

bloquejats no és a cap (o quasi cap) de les cél-lules que han sobreviscut a la
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guimioterapia. Si no hi ha cel-lules vives amb el gen x bloquejat voldra dir que
bloquejar aquell gen pot implicar que la cél-lula cancerosa es mori i aixi no es faci
resistent a la quimioterapia. Cadascun d’aquests gens x que no hi sén seran gens drug

target (gens diana).

A la segona fase de la investigacié es bloquejaran només els 10 gens drug target que
s’han determinat en la primera fase. En aquesta fase, cada cultiu de cel-lules
canceroses diferent tindra només un gen especific bloquejat. Si el gen té realment
influéncia en fer la cél-lula menys sensible a la quimioterapia, al bloquejar-lo, les
cel-lules del cultiu moriran molt més del normal al rebre el tractament amb drogues. Si
el grup de recerca aconsegueix trobar un o més gens que siguin realment efectius (al
bloquejar-los les cél-lules canceroses moren més), hauran aconseguit I'objectiu de la
recerca: identificar gens influents en la sensibilitzacio de les cél-lules a la
quimioterapia i aixi desenvolupar un medicament per fer molt més efectiu el

tractament del cancer de colon.

Fent aquesta quimioterapia més efectiva es poden salvar moltes vides.

Vaig decidir fer aquest treball de recerca perqué vaig trobar la possibilitat de passar un
mes treballant en un laboratori de recerca biomédica, amb un grup de recerca format
per investigadors i cientifics molt capdavanters en el camp de la biomedicina i I'estudi

del cancer.

Sabia que per poder participar en una recerca d'aquest nivell, has de ser una
investigador o investigadora amb molts merits i molt acreditat o un estudiant de
practiques, i el treball de recerca em donava l'oportunitat de ser una estudiant de

practiques.

No podia deixar passar l'oportunitat de ser al mig d'una investigacié capdavantera
sobre genética i cancer, en un institut d'investigaciéd amb uns recursos extraordinaris,
I'lGTP, en un laboratori equipat amb els aparells més punters i amb maquinaria molt
avancada, i amb uns investigadors i investigadores amb molta experiéncia, la S.F., la

C.M. ila C.Q. entre tots ells.
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També sabia que els meus coneixements de biologia i genética no eren suficients per
poder entendre els conceptes i les tecniques que es feien servir a la investigacio, i que
em caldria aprendre molt del que em faltava saber abans de poder anar a passar un
mes al laboratori. Era un repte que em suposava moltes hores de buscar informacié i

entendre-la.

Una altra cosa que m'agradava d'aquest treball era que bona part serien tasques
practiques, que no era un treball tot teoric de recopilar informacié i analitzar-la; podia
fer un mes sencer de practiques en un laboratori i aixd m'agradava molt més que fer

una feina només sobre paper.

Finalment, em vaig acabar decidint aixi que vaig estar estudiant la investigacié que

veuria al laboratori.

Va arribar el mes de juliol i vaig comencar a anar cada dia a Badalona, a Can Ruti, on hi
ha I'Institut Germans Tries i Pujol. Els primers dies van ser una mica durs, era dificil
entendre tantes coses i saber per qué servia cada pas, cada técnica, cada calcul. Pero
m'ho explicaven molt bé, i vaig comencar a fer tasques: treball en els cultius cel-lulars,
PCR, Maxwell, calculs, etc. També vaig poder ajudar a recollir les dades per als calculs,
les estadistiques i I'analisi. Els resultats no sempre eren els esperats, de vegades
indicaven que les mostres s'havien contaminat i que no servien, de vegades indicaven
gue potser la hipotesi de la investigacidé no era demostrable, quasi sempre indicaven

gue s'havien de continuar fent més cicles de proves.

Durant el mes de juliol la investigacié estava en la primera fase; en aquesta fase es
feien uns cicles de cultius que duraven 21 dies (tot i que el cicle on jo vaig participar va
acabar durant més dies com explicaré més endavant). Jo vaig poder ser des del
comencgament fins al final d'un d'aquests cicles. Els resultats en aquest cicle van servir
per determinar exactament la quantitat de drogues (quimioterapia) que s’havia
d’incorporar als cultius, en quins moments del cicle calia incorporar-la i com s’havien

de deixar recuperar les cel-lules després de cada dosi de drogues.

Vaig aprendre molt, vaig coneixer l'alta preparacié i I'alta precisid que necessita cada

estudi de cada cultiu, la necessitat obligatoria de la no-contaminacié, la importancia de
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tenir aparells d’alta tecnologia i precisio ben calibrats, la tecnica de sembrar cultius de
cél-lules, la tecnica comptar cel-lules vives, la tecnica per desenganxar cel-lules d’una
placa de cultiu, la d’incorporar droga a la placa de cultiu, la de canviar el medi, la
tecnica PCR, moltes altres tecniques i metodologies, la necessitat de repetir i repetir el
cicle de proves fins poder arribar a trobar les dades exactes per fer la prova final i

definitiva.

Objectius del treball de recerca (TR)

Els objectius principals del treball de recerca sén:

I.  Coneixer com es porta a terme una recerca biomeédica, i en especial una
recerca per trobar quins gens influeixen en I'efectivitat de la quimioterapia que
s’utilitza pel cancer de colon, per aixi poder-la millorar.

II.  Collaborar en la investigacié que esta realitzant un grup de recerca del
centre de recerca de I'lGTP (Institut Trias i Pujol Research Institute) sobre la
quimioresisténcia en les terapies de cancer de colon.

lll.  Treballar amb les técniques i la metodologia més puntera que existeix
actualment en els centres de recerca biomedica.

IV. Aprendre la complexitat de treballar amb cultius cel-lulars, aplicacié de
tractament de les cel-lules, comptatge de cel-lules, esterilitat necessaria i
esterilitat del sembrat.

V.  Aprendre a treballar amb la precisio i I'ordre escrupolds necessaris per portar
a terme aquest tipus d'investigacions.

VI.  Aprendre com actua el cancer a nivell genétic.

TREBALL DE RECERCA \oina 6
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2. MARC TEORIC

Objectiu del grup de recerca

Actualment, en la majoria de casos, quan es detecta un cancer de colon s’aplica la
guimioterapia perqueé és eficient per bloquejar rapidament la proliferacié de la majoria
de cel-lules tumorals. Ara bé, un dels principals problemes és que les cél-lules tumorals
adquireixen resisténcia als medicaments/drogues que s’utilitzen en la quimioterapia.
Per millorar I'accié d’aquest medicament és important identificar quins gens ajuden, o

bé s’oposen, a I'accid de les drogues utilitzades en els tractaments de quimioterapia.

L’objectiu concret de I'estudi que fa el grup de recerca és la identificacié de gens
remodeladors de la cromatina que poden beneficiar el creixement dels tumors de
colon, amb I'objectiu de poder trobar medicaments que bloquegin aquests gens i aixi
poder fer front al tumor d’una manera més eficient. Concretament, es vol identificar
quins gens remodeladors de la cromatina contribueixen a fer que cél-lules tumorals
derivades de cancer de colon siguin resistents (es facin immortals) a farmacs utilitzats

en el tractament per quimioterapia.

En I'annex A — “Poster “RESPONSE PROJECT”” es mostra poster que resumeix a alt

nivell el projecte general del grup de recerca.

HIPOTESI de la recerca

La preséncia o absencia d’alguns factors remodeladors de la cromatina pot facilitar o
pot impedir 'accié de drogues quimioterapeutiques que han d’accedir a I’ADN per a la

seva accio.

OBJECTIUS ESPECIFICS de la investigacié que es dura a terme

S’estudia si les cel-lules canceroses son més o menys resistents en absencia d’un dels

multiples gens remodeladors de la cromatina. Els objectius especifics sén:

e Trobar els gens que deixen que les cel-lules canceroses «superin» el farmac.
e |dentificar els gens diana positius pel tumor per poder trobar un farmac que

els inhibeixi.

TREBALL DE RECERCA N 7
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e |dentificar els gens diana negatius pel tumor per trobar un farmac que els
potencii i puguin augmentar la seva funcid, desafavorint al tumor. Sén els gens

que provoquen l'augment de la sensibilitat a un medicament.

Quan no hi ha cancer les ceél-lules creixen, es divideixen només si sén sanes,
envelleixen i moren. Amb el cancer aquest cicle s'altera i les cél-lules no moren quan
ho haurien de fer i es divideixen, tot i no estar sanes, enganyant els ‘controls de

qualitat’ del procés de divisié cel-lular.

En I'annex B — “El cancer i el cancer de colon” es descriuen nocions de cancer en

general, les seves tipologies, tractaments, relacié amb els ADNs i els gens i finalment
s’explica la singularitat del cancer de colon, conceptes per introduir els seglents

apartats.

Per combatre ell cancer de colon s’utilitzen dues quimioterapies basiques. Aquestes

son les drogues que es fan servir a la investigacio.

e FUOX. FU (5-Fluoracil) antimetabolit que penetra a la molécula de I'ADN,
impedint aixi la seva reparacié + OX (oxaliplati), derivat del plati, el seu
mecanisme d'accido en I'ADN provoca eventualment la mort de les cel-lules
canceroses.

e FUIRIL. FU (5-Fluoracil) antimetabolit que penetra a la molécula de I'ADN,
impedint aixi la seva reparacié + IRI (irinoteca), inhibidor de la topoisomerasa

gue impedeix la reparacié de I'ADN.

Malauradament, sovint quan ataguem un tumor amb quimioterapia hi ha cél-lules que
s’escapen. Aix0 vol dir que quan ataquem un tumor amb una farmac és possible que
aquest farmac beneficii el tumor, perqué només es moren les cél-lules més sensibles o
més debils, de manera que les cel-lules que en dividir-se han adquirit mutacions o
mecanismes per resistir-se al farmac, s’escapen i superen l'accié de farmac. Si no
s’aconsegueix eliminar totes les cel-lules tumorals, hi quedaran les cél-lules més

resistents i immunes al tractament.
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Cromatina

La cromatina és la materia fonamental del nucli cel-lular. Esta constituida per tot els
filaments del ’ADN en diferents graus de condensacidé. Hi ha tants filaments com
cromosomes presenta la cel-lula durant la divisié del nucli. Aquests filaments formen
cabdells que se situen enganxats a la lamina nuclear o en contacte amb el nucleol. Els
cabdells, observats en un microscopi electronic, es presenten com masses amorfes,

ates que la seva elevada compactacié no permet observar-ne I'estructura interna.

La cromatina es forma a partir dels cromosomes que es descondensen quan finalitza la
divisié del nucli. Utilitzant colorants basics es poden distingir dos tipus de cromatina:
I’heterocromatina, que és la cromatina que no es descondensa durant l'interfase, i

I’eucromatina, que és la que si que es descondensa durant la interfase.

Funcions de la cromatina

Conté la informacié biologica de I'organisme, és a dir, la informacié sobre la seva
estructura i funcionament, i és I'encarregada de duplicar-la abans d’iniciar-se la
divisio cel-lular. Per fer-ho cada molécula de DNA origina dues molécules iguals, que
gueden unides per un punt i que s’enrotllen sobre si mateixes formant les dues

cromatides d’'un cromosoma.

e Proporciona la informacié geneética necessaria per efectuar, per mitja de la
transcripcio, la sintesi dels diferents RNA. L'RNA-polimerassa pot fer la
transcripcié de les regions d’eucromatina en qué les fibres de DNA estan poc
plegades (100A). En canvi, a les regions d'heterocromatina, en que les fibres de

DNA estan fortament condensades (300A o més), no s’hi pot fer la transcripcid.

Etapes de la formacié d’'un cromosoma

1. Al nivell més senzill, la cromatina és una estructura helicoidal de doble cadena de
I’ADN.

2. L'ADN es complementa amb les histones (proteines) per formar nucleosomes.

3. Cada nucleosoma consta de vuit proteines d’histones al voltant de les quals I’ADN
I’envolta 1,65 vegades.

4. Un cromatosoma es composa d’un nucleosoma més la histona H1.
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5. Els nucleosomes es dobleguen per produir una fibra de 30 nm.
6. Aquesta fibra forma bucles o tirabuixons d’una mitjana de 300 nm.
7. Les fibres de 300 nm es comprimeixen i es dobleguen per produir una fibra de 250
nm d’amplada.
8. L’enrotllament de la fibra de 250 nm produeix una bobina que es la cromatida d’un
cromosoma.
1/
At the simplest level, chromatin
is a double-stranded helical DNA double helix
structure of DNA. 3
i 1% . " 4 fl '(“ \I\l
¢ e A3 ARt " 'l‘ { | \ I,l o
TSI A
i\ ' - " AP W “‘J “'I "'," —\“.‘ (]
\\
N
.,/ \ \~ - 3 4
< -// ,// . Each nucleosome consists of
— 1 W eight histone proteins around
= - g\ which the DNA wraps 1.65 times.
/DNA is complexed with histones :
to form nucleosomes. Nuclecsome core of 2
eight histone molecules Ach <
romatosome consists
H1 histone of a nucieosome plus the
6 ‘ H1 histone.
... that forms loops averaging :
300 nm in length. l I g
Chromatosome

The nucleosomes
fold up to produce
a30-nm fiber..

30nm

250-nm-wide fiber

7} 8 1400 nm

The 300-nm fibers are Tight coiling of the 250-nm
compressed and folded to fiber produces the chromatid
produce a 250-nm-wide fiber. of a chromosome.

Figura 2-1 Formacid d'un cromosoma
((c) Chromatin remodelling during development. Nature 463)

Per tant, es pot dir que les histones (proteines) contribueixen en |'estructura de la

cromatina. Les modificacions de les histones contribueixen a determinar la transcripcié

dels gens i la dinamica de la cromatina.
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Gens remodeladors de la cromatina

Els principals reguladors de I'expressié dels gens son els factors de transcripcid, unes

proteines amb les segilients caracteristiques:

e La principal funcid és regular I'expressio genica de forma coordinada.

e Regulen I'accés a I’ADN de la maquinaria transcripcional i factors reguladors.

e Activen o reprimeixen I'expressié coordinada de factors de transcripcid.

e Necessiten energia en forma d’ATP per remodelar els nucleosomes.

e Regulen la replicacid i reparacié de I’ADN.

e Regulen moltes vies que controlen la proliferacié i diferenciacié cel-lular, és a
dir, controlen si la cél-lula prolifera o no. Per aix0, tenen un paper clau en la
tumorogenesi. Determinades alteracions en aquests gens poden afavorir la

formacio de la cél-lula tumoral.
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A BAF complex

C NuRD complex

SRCAP

Figura 2-2Funcions de desenvolupament de tipus SWI / SNF complexes
(© http.//dev.biologists.org/content/143/16/2882)

Hi ha molts gens diferents que ajuden a remodelar la cromatina. Aquests gens
codifiquen per proteines que formen part de complexos que participen en el
remodelatge de la cromatina. Individualment cada proteina té una funciéo en el

complex que esta integrat per multiples proteines.
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A la figura es mostren els segiients complexos que participen en el remodelatge de la

cromatina:

o BAF complex
o ISWI complexos
o NuRD complex

o INO80/SWR complexos

Cel-lules resistents. Clau de I'expansio del cancer.

De vegades, tot i la quimioterapia, algunes cél-lules tumorals aconsegueixen, en el
moment de la divisid, passar els checkpoints (punts de control) que la cel-lula realitza
per determinar si ha de continuar amb el procés de divisié o no. Aquesta és la clau de
I’expansio del cancer, i passa quan una o més cél-lules aconsegueixen passar o aprovar
falsament aquest control de qualitat que les cél-lules fan durant la divisié. Si la cél-lula

cancerosa passa aquest control aconseguira dividir-se com si fos una cél-lula sana, i no

tindrem la mort cel-lular que es busca amb la quimioterapia.

Metodologia de la recerca que es porta a terme

Tecniques i procediments que s’utilitzen.

INFECTION ~/+ FOLFIRI Next Gen. ANALYSIS
(poolapproach) treatment Sequencing
= - — il T
’%, enes whose nes whose
absence resultsin  absenceresultsin
(8.000 shRNA) resistance sensitizing
(More growth) (cells die)
\
Monitor expression in primary ¥
< tumors, metastatic tumors LIST of top 10 involved in
before and after treatment resistance or sensitivity

Functional and
- mechanistic studies

Figura 2-3 Metodologia per bloquejar els gens cercant possibles remodeladors de la cromatina
(© Ruth Rodriguez-Barrueco, Netonia Marshall, and Jose M. Silva)

Basicament es vol trobar un o més gens drug target per després comprovar si les

cél-lules tumorals combaten millor el farmac amb aquell gen o sense aquell gen. Si

TREBALL DE RECERCA
VALL DEL NORD

pagina 13 ——



RECERCA BIOMEDICA PER IDENTIFICAR ELS GENS QUE INFLUEIXEN EN L’EFECTIVITAT DE LA QUIMIOTERAPIA EN CANCER DE COLON

les ceél-lules tumorals combaten millor el farmac amb aquell gen voldra dir que cal

elaborar un medicament per bloquejar-lo i per aixi fer més efectiva la quimioterapia.

Per bloquejar els gens s’han de buscar possibles remodeladors de la cromatina i s’"han

d’introduir en I’ADN, tot i que és molt dificil accedir-hi.

Per introduir aquests remodeladors a I’ADN es fan servir llibreries de shRNAs. Els
shRNAs sén silenciadors de gens (també es diuen bloquejadors o inhibidors). Es fan
servir en la biotecnologia (per a I'estudi dels transgenics) i en la recerca cientifica per

induir la supressio de gens.

Per a I'estudi que es porta a terme es disposa d’una llibreria de 8000 shRNAs. Aquests
8000 shRNAs poden bloguejar 900 gens diferents. D’entre els més o menys 23.000
gens que tenim, per l'estudi s’han seleccionat els 900 que estan relacionats amb el
remodelatge de la cromatina; sén gens que per la seva funcid poden condicionar

I'accés i la interaccié amb I’ADN de les drogues utilitzades en la quimioterapia.

El procés d’introduccido d’aquests shRNAs s’anomena procés d’infeccié perque per
introduir els remodeladors al genoma de les cel-lules s’utilitzen virus, un tipus de virus
anomenat retrovirus. Abans en aquests retrovirus se’ls ha introduit la llibreria d’ADN
dels shRNA d’interes. S'utilitza un lentivirus per introduir el receptor muri EcoR en la
nostra linia de cancer de colon, la linia comercial anomenada HT-29. Una vegada es té
aquest EcoR, es fan servir retrovirus
que infecten les cel-lules a través
d’aquest receptor, aixi que només les
cél-lules que el tenen introduiran la
llibreria i als cientifics no els pot passar

mai res.

El procés d’infeccid, de la linia cel-lular

Figura 2-4 Cancer de colon

de cancer de colon humana HT-29,
consisteix a silenciar, bloquejar, inhibir o anul:lar un gen a cada cél-lula (un dels 900
gue s’han seleccionat per I'estudi). Després cal veure si sense aquest gen la cel-lula (i

aixi el cancer) creix menys o creix més a poc a poc o es mor. Si el gen bloquejat és un

TREBALL DE RECERCA
VALL DEL NORD

pagina 14 ——



RECERCA BIOMEDICA PER IDENTIFICAR ELS GENS QUE INFLUEIXEN EN L’EFECTIVITAT DE LA QUIMIOTERAPIA EN CANCER DE COLON

dels que ajuda a la cel-lula a fer-se immortal passant falsament el control de qualitat
(checkpoint) previ a la divisié de la cel-lula, al bloquejar-lo, la cél-lula ja no es podra
dividir tan facilment si no és sana i acabara morint o almenys no esdevindra immortal.
Quan al final de I'experiment es faci la seqlenciacié de I'ADN de les ceél-lules
canceroses que continuen vives, no hi haura cel-lules amb aquest gen perque no
hauran sobreviscut les que el tenen bloquejat, o n’hi haura molt poques comparant-les
amb les cél-lules control (sense tractament de quimioterapia). D’aquesta manera,
buscant el gen que no és a les cél-lules canceroses que han sobreviscut, buscant en
negatiu, és com es podra arribar a descobrir el gen o gens target que s’estan buscant,

els gens que ajuden a la propagacié del cancer quan s’esta tractant amb quimioterapia.

Quan es fa el procés d’infeccid cal assegurar que a cada cel-lula només hi entra un
shRNA, per tal que només es bloquegi un gen i aixi poder estudiar el comportament de
la cel-lula amb només un gen silenciat. Per aconseguir aixod el procés d’infeccid es fa
sobre una quantitat molt gran de sembrat de cel-lules. Per la investigacio es fan 2 tipus
d’infeccions, diferenciades per la intensitat, a 2 sembrats separats. La primera té
I'objectiu de que només un 1% cel-lules s’infectin, a la segona I'objectiu és el 8%. En el
procés d’infeccié del 8% hi poden haver cél-lules on hi entri més d'un shRNA,
aquests casos resultaran en falsos positius. Per a I'estudi només interessa veure

I’efecte d’un Unic gen silenciat per cél-lula.

D’entre tots els 900 gens cal anar trobant quins afecten més el creixement del tumor.
Per aix0, en una primera fase es fa un test seqiiencial que s’anomena screening. Vol dir
que no es pretén silenciar un gen especific, sind que se’n bloquegen molts (900) per
estudiar els resultats i després estudiar especificament els gens que han tingut els
millors resultats (més cél-lules mortes) i els pitjors resultats (més cél-lules canceroses

vives).

Bona part de la investigacio consisteix a analitzar i avaluar els resultats de |'screening

(cribatge) de pérdua de funcid dels gens remodeladors de cromatina.
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shRNA library

21 days

(4 Treatments) -

Sequencing

Identify sensitizer genes

No change

/ Untreated

+G418 IL &

HT-29 HERE 7l
EcoR \ p 9]
— LiLs

FURI ) i

Freeze

Figura 2-5 Metode per identificacio dels gens
(© Ruth Rodriguez-Barrueco, Netonia Marshall, and Jose M. Silva)

Per a I'estudi esta previst fer fins a 4 cicles de tractament, de 21 dies de durada:

TREBALL DE RECERCA
VALL DEL NORD

A. Es prepara el sembrat o cultiu de cél-lules canceroses en diferents plaques (35)
on hi haura plaques de control sense infeccid i sense tractament, plaques
control sense infeccid i amb tractament, plaques només infectades sense
tractament de quimioterapia i plagues infectades amb tractament de
quimioterapia.

S’infecta el cultiu de cél-lules amb els 8000 shRNAs per bloquejar 900 gens
diferents.

Es va incorporant tractament de quimioterapia a les plaques de cel-lules
corresponents, durant els 21 dies es fan 4 tandes de tractament.

Després de cada tractament les plaques d'un grup s’envien al FACS
(Flourescence Activated Cell Sorting), mesura de citometria per fer el
comptatge de cél-lules vives i mortes en els grups de plaques que continuen en
el cicle per tornar-les a sembrar.

Al final de cicle s’envien a seqiienciar les plaques destinades a seqlienciacio per
comparar els gens que hi ha a les cél-lules canceroses que han sobreviscut al
tractament amb els gens de les cel-lules control. Els gens bloquejats en les
cel-lules que han sobreviscut es descartaran com a gens target. Els gens que no
es trobin (negative selection) a les cel-lules supervivents a la quimioterapia

seran gens target, ja que les cel-lules sense aquell gen hauran mort per I'efecte

de la quimioterapia.
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Durant el mes que jo he passat al laboratori s’Tha fet un dels cicles del procés
d’screening, utilitzant les cél-lules infectades amb els 8000 shRNAs per bloquejar 900
gens diferents per després avaluar-ne els resultats. Aquest cicle es va fer servir
basicament per ajustar la dosis de droga (quimioterapia) que s’havia d’anar posant a
les cél-lules en cultiu per poder aconseguir al final de 21 dies una mortalitat no
superior al 20%. Com que cal estudiar les cel-lules que superen la quimioterapia,
interessa que un % important la superi, i per tant la dosi de droga no pot ser molt alta

i s’ha d’ajustar molt.

Després dels cicles de tractament amb drogues, i amb els gens drug target ja
identificats, es passara a la segona fase d’estudi on es silenciaran aquests gens
especifics individualment en les cel-lules canceroses i es comprovara com sobreviuen a
la quimioterapia, amb 'objectiu de determinar un o més gens que, estant bloquejats o
silenciats, ja no ajuden que el cancer superi la quimioterapia i aixi les cél-lules

canceroses no es converteixin en immortals.

Descripcio dels processos de cada cicle de tractament amb drogues
A- Cel-lules canceroses utilitzades per la investigacio

Quan es fa una biopsia a un pacient per veure si té cancer, la mostra s’envia al
laboratori, a la part especialitzada en anatomia patologica. Alla es fa un estudi i un
cultiu per determinar si hi ha cancer o no. Si la mostra és cancerosa alguns laboratoris
passen una part de les cel-lules a empreses que organitzen, congelen i comercialitzen
cel-lules per a investigacid. Després, els diferents laboratoris de recerca compren

aquestes cel-lules congelades per utilitzar-les en els seus estudis.

Com a model de cel-lules tumorals de cancer de colon s’utilitzara la linia cel-lular HT-

29.

L’equip d’investigacié sembra les cel-lules tumorals i més tard divideix el sembrat per

diferenciar les cel-lules segons el que s’hi vagi fent. Aixi tindrem 9 tipus de plaques:

1. Cultiu natural (sense infeccid) sense farmac
2. Cultiu natural (sense infeccidé) amb el farmac X (FUOX)

3. Cultiu natural (sense infeccid) amb el farmac Y (FUIRI)
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Cultiu infectat 1% sense farmac
Cultiu infectat 1% amb el farmac X (FUOX)
Cultiu infectat 1% amb el farmac Y (FUIRI)
Cultiu infectat 8% sense farmac

Cultiu infectat 8% amb el farmac X (FUOX)

w0 N o v &

Cultiu infectat 8% amb el farmac Y (FUIRI)

Les plaques amb les cel-lules es mantenen a I'incubador, a 37 graus centigrads i 5% de

CO.. Cada placa conté 12.000.000 de cél-lules.

Per cada cicle es fan grups de 7 tipus de plaques, ja que les cultiu cel-lular sense
infeccid en necessitem menys repliques. Com s’explicara després es necessitara

treballar en 5 grups i en total es cultivaran cel-lules en 35 plaques.

B- Bloquejar I'expressio d'un gen utilitzant ShRNA

Per determinar la funcid dels diversos gens remodeladors del DNA (aproximadament
900) es bloquejara la seva expressié a les cél-lules utilitzant shRNA. Com esta explicat
més amunt, els shRNA sén silenciadors o bloquejadors de gens. Bloquejar els gens amb

shRNA es podria comparar amb desactivar aquests gens de les céel-lules.

El short hairpin RNA (shRNA) és una molecula d'ARN artificial amb una estructura en
forma de llag que pot ser utilitzat per reprimir I'expressié d'un gen objectiu mitjancant

interferencia d'ARN (ARNi, de I'anglés RNA interference).

Amb l'objectiu de trobar, entre 900 gens diferents, quins sén els que, en situacié de
guimioterapia, tenen més influéncia per ajudar les cel-lules canceroses a esdevenir
immortals, i quins tenen més influéncia a ajudar que les cel-lules canceroses no es
puguin reproduir, es fara servir la téecnica de bloquejar gens i observar com es

desenvolupen les cél-lules canceroses sense aquests gens.

Es determina la funcié dels gens bloquejats comparant 'estat de les cel-lules on
aquests gens no actuen. Aquest procés s’anomena screening negatiu. Més avall hi ha

la figura del procés de bloqueig de gens i el posterior estudi.
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Els shRNA bloquejadors s’anomenen llibreria (shRNA Library). N'hi ha 58.493 de
diferents. Se sap que 39.458 d'aquests shRNAs apunten (poden bloquejar) a 18.661

gens humans, que representen prop del 75% del genoma huma.

Aquest procés de bloqueig de gens s’anomena infeccid, perqué per introduir els
remodeladors al genoma de les cél-lules s’utilitza un virus que entra/infecta I’ADN de

les cel-lules.

La seglient figura mostra els passos del bloqueig de gens (infeccid) amb shRNA. En el

nostre estudi es fa servir el ‘Negative Selection’.

Pooled infection

QO
@ 9o

% D \

Positive selection Negative selection

Control Sample Control

Selective pressure

A - A — i
T f'-f.) \J_i e
Analyzed shRNA Analyzed shRNA

Figura 2-6 Passos del bloqueig d'infeccié de gens amb shRNA
(© Ruth Rodriguez-Barrueco, Netonia Marshall, and Jose M. Silva)

C- Incorporar tractament de quimioterapia a les cel-lules

Durant el cicle de 21 dies es fan 4 tandes de tractament amb drogues.

Les drogues que s’incorporen a les cel-lules sén els 2 medicaments per quimioterapia

de cancer de colon:

1. FUOX, acronim de la combinacié dels farmacs:
e FU: 5-Fluoracil, bloqueja la reparacio de I’ADN

e OX: Oxiplati, provoca dany a I’ADN i mort cel-lular
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2. FUIRI, acronim de la combinacié dels farmacs:
e FU: 5-Fluoracil, bloqueja la reparacio de I’ADN
e IRIl: Irinotecan, inhibidor de la topoisomerasa, impedeix la reparacio del

DNA

Després de posar el tractament a les cel-lules, es tornen a I'incubador i el dia seglient

es canvia el medi per treure tota la droga.

D- Comptatge de cel-lules vives i mortes

Uns dies després d’haver incorporat les drogues, un grup dels 9 tipus de plaques
s’envia al FACS, la unitat de citometria de I'lGTP, per comptar exactament les cél-lules

vives i mortes.

Les plagues que continuen a I'experiment es compten al laboratori per tornar a re-
sembrar només 12.000.000 de cel-lules a cada placa. Per poder fer els calculs
estadistics sempre cal tenir el mateix nombre de cél-lules abans d’un nou tractament.

Per tornar a re-sembrar cal:

Desenganxar les cel-lules de les plaques amb tripsina
Centrifugar-les durant 5 minuts a 1.200 rpm
Comptar-les mitjangant la camera de Neubauer

Agafar la proporcid necessaria

v A W hpoE

Tornar-les a sembrar

E- Seqlenciacid
Quan s’acaben els quatre cicles de 21 dies, s’extreu el DNA de les cel-lules (no
tractades, tractades amb FUOX i tractades amb FUIRI) i s’envien a seqienciar,
per determinar la seqiiéncia de gens de les ceél-lules després de les 4 tandes de

tractament.
La técnica consisteix en aillar el DNA, seqlienciar-lo i mirar quin gen s’ha bloquejat.

Seqiliencien quins shRNAs s’han mantingut després de tot el tractament dels més de

8.000 totals que es tenien.
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Observacio del resultats de la seqiienciacio

Amb els resultats de la seqilienciacié es comparen les cel-lules tractades i les no
tractades. Es busca quins gens s'han deixat d'expressar en unes i altres, i quins estan

més sobreexpressats en les tractades en relacio a les no tractades.

Es busca en negatiu (negative selection) els gens target. Aixi, si alguns shRNAs
desapareixen a les cél-lules tractades que han quedat vives voldra dir que les cel-lules
gue tenien aquell shRNA concret han mort; aixo voldra dir que el gen silenciat és un
potencial drug target, ja que el fet de silenciar o inhibir aquest gen en concret

sensibilitza aquesta cél-lula a la quimioterapia.

Es busca en positiu els shRNAs que si que apareixen en moltes de les cél-lules tractades
gue han quedat vives. Aquests gens sobreexpressats indicaran que el gen sera un

biomarker i que silenciar aquest gen afavoreix el creixement del tumor.
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3. PRACTICA

Introduccid part practica

El meu Treball de Recerca és I'estudi de la investigacié que esta duent a terme un grup
de recerca biomédica de I'Institut Germans Tries i Pujol. El grup de cientifics esta
investigant com millorar I'eficiéncia de la quimioterapia en el cancer de colon buscant
quins gens cal potenciar i quins gens cal bloquejar per tal que les cél-lules canceroses

no es facin resistents a la quimioterapia i no esdevinguin immortals.

El laboratori i el grup de recerca treballa sota la direccié del Dr. Manuel Perucho.
Aguest és un dels molts grups i molts laboratoris d’investigacié de I'Institut de Recerca
Germans Tries i Pujol (IGTP). L'IGTP és un centre de recerca public situat a Badalona, a
Can Ruti, i té programes de recerca sobre cancer, immunologia, malalties infeccioses,
malalties cardiovasculars, endocrinologia, malalties hepatiques i moltes altres arees
més de salut. L'Institut esta associat, entre d’altres, amb I'Hospital Germans Tries i
Pujol (Can Ruti), amb I'Institut de Recerca contra la leucémia Josep Carreres, i amb la

Universitat Autonoma de Barcelona. Forma part de #CampusCanRuti.
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#CampusCanRuti
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Figura 3-1 Mapa campus Can Ruti
(© http://www.canruticampus.cat/)
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Actualment en el laboratori Dr. Perucho s’hi estan desenvolupant dues recerques, la
que jo estudio, sobre els gens implicats en I'efectivitat de la quimioterapia pel cancer
de colon i una altra recerca, també sobre genética i cancer, que es basa en la teoria
que els gens correctors es queden inactius per algun motiu, és com si el corrector
ortografic d’un processador de text deixés de funcionar i deixés de marcar les paraules
amb faltes, quan aix0 passa es van acumulant mutacions a les cél-lules normals que no

es reparen i apareix el cancer.

El laboratori disposa de molts recursos per dur a terme aquestes dues investigacions.
Incloc en el seglient apartat la descripcié del laboratori, la descripcié d’aquests

recursos i la seva utilitat.

Diferents grups de recerca d’arreu del moén estan duent a terme investigacions
semblants a la que esta fent el grup del Dr. Manuel Perucho. Sembla que els
investigadors estan fent una cursa olimpica per veure qui troba primer aquests gens
target que tenen tanta influencia a I’hora de fer que el sistema immunolagic funcioni
correctament i no deixi reproduir una cel-lula cancerosa i aquests altres gens target
qgue ajuden la cel-lula cancerosa a saltar-se els controls o regles del sistema
immunologic i reproduir-se tot i no ser cel-lules sanes. Segur que entre tots els grups
d’investigacié aniran trobant aquests gens tan influents, s’aniran transmetent els
descobriments que aconsegueixi cadascu, seran molt generosos amb les seves hores i
hores de recerca i amb els seus immensos coneixements, i finalment arribaran a

aconseguir I'objectiu.

Desitjo al grup d’investigadors amb qui he fet el meu treball de recerca que trobin
resultats cabdals per arribar a aquest objectiu, els recompensaria tantes i tantes hores
de feina, pero ells saben que una recerca de vegades prova una hipotesis i de vegades
nomeés serveix per descartar-la. Pot passar que ells hagin de descartar la seva hipotesis,

pero també pot passar que la puguin demostrar, aixo seria magnific.
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Descripcié del laboratori,
els recursos dels quals

disposa i les tecniques
més importants que s’hi
realitzen

El laboratori on he treballat
es diu Dr. Perucho. Consta
de 3 taules amb 4 poyates
(taula de treball) cadascuna,

llocs de treball amb

Figura 32 Imatge del Laboratori del Dr. Perucho

ordinadors, una campana
quimica, moltes neveres i

congeladors i altres maquines, entre elles PCR, Maxwell, centrifugadores...

Al costat hi ha la sala de cultius on tot és esteril, a més hi ha una avantsala amb
neveres i armaris per deixar el material necessari. Es una area dedicada exclusivament
al cultiu de cel-lules. Manté un gradient d’esterilitat des del medi interior cap a
I’exterior, amb pressid positiva, de manera que existeix una pressié cap a fora per la
porta i es minimitza I'entrada de l'aire de I'exterior per evitar pols i contaminacié. La
sala de cultius cel-lulars és un dels recursos més utilitzats en la recerca sobre el cancer
de colon. Cada dia hi anavem a fer alguna accid. Per entrar-hi t'has de posar una bata
especial perque dins de la sala no hi pot haver cap mena de contaminacio i tot el
material que es fa servir és estéril. Sempre has de tenir molta precaucié a netejar-ho
tot amb etanol, no utilitzar el mateix material per diferents substancies i posar-te
guants sempre. Es dona maxima prioritat al treball sota condicions d’asépsia per evitar

la contaminacid dels cultius amb fongs, llevats, bacteris o virus.

Per altra banda, també feiem servir més sales de I'edifici. Hi ha una sala amb gel per
mantenir les mostres fredes i congeladors de -802C, on es guarden algunes drogues.
També hi ha un altre laboratori amb una campana quimica especial per fer PCR i
sempre anavem a fer-les alla per evitar contaminacid. A baix de tot hi havia un gran
magatzem on sempre podies agafar el que calgués, sempre que t’apuntessis a la llista

del teu laboratori conforme ho havies agafat tu.
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Un altre recurs imprescindible és a I'edifici de davant, on hi ha una unitat molt
important per a la nostra investigacié. Es la unitat de citometria, més conegut per
FACS (Flourescence Activated Cell Sorting). La Unitat de Citometria és un dels recursos
d’investigacio més punters de I'lGTP

http://citometria.germanstrias.org/cast/fundamentos.htm, perqué té un equipament

excel-lent d’analitzadors amb laser per separar i comptar cél-lules. Es un laboratori
exclusiu pels separadors cel-lulars i els ordinadors per a I'analisi de dades. A més a més
dels laboratoris d’investigacio de I'lGTP i de I’hospital de Can Ruti, molts altres centres
d’investigacié i de diagnostic porten les seves mostres a aquesta unitat de I'lGTP per

comptar cel-lules.

Un altim recurs, molt important per la investigacid, és un servei extern a I'lGTP on
s’envia a seqlienciar. La seqilienciacio de ’ADN de les cel-lules al final dels quatre cicles
de tractament de drogues ens informa de quins gens bloquejats hi ha a les cél-lules

que han mort i a les que han sobreviscut al tractament de quimioterapia.

A més a més, per la investigacio, es fan servir els seglients aparells
A- Incubador de 37°C

L'incubador és a dins de la sala de cultius. Es com una petita nevera on hi ha 3
estanteries. Alla és on guardem les cel-lules (sempre a 372C i amb un 5% de CO;)
perque estiguin en el mateix estat que tindrien dins el cos huma, condicié idonia per al

creixement.

B- Campana o cabina de flux laminar

Es la campana que hi ha a la sala de cultius. L’aire hi esta lliure de particules
contaminants, gracies a un motor que el filtra i que genera un flux cap a I'exterior per
oferir totes les garanties d’asépsia i esterilitat. Tot el treball amb les cel-lules es realitza
en aquesta cabina. Es completament esteéril i quan "utilitzes també has de portar bata i

guants.

C- Camera Neubauer

Es un instrument que s’utilitza per comptar cél-lules en un microscopi. Esta situat dins

la sala de cultius. S6n dos vidres entre els quals es posa una proporcié de les cel-lules
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amb un liquid blau especial (TrypanBlue). Després, quan es va al microscopi, es pot
veure una quadricula. Alla cal comptar les cel-lules d’uns requadres ja indicats i després

es pot fer la proporcid.

D- Microscopi per observar cel-lules

A la sala de cultius cel-lular hi ha dos microscopis electronics, alla és on podem

comprovar I'estat de les cel-lules a les plagues o comptar-les.

E- Campana quimica

La campana quimica del laboratori és on es treballa quan has de fer servir substancies
amb algun risc. Es una campana amb una paret de vidre, la qual tu pots aixecar una
mica per posar-hi els bragos i treballar-hi a dins perd sense el risc que et vagi res a la
cara ni als ulls perqueé tens els vidre que et protegeix. Es completament estéril i quan

I'utilitzes també has de portar bata i guants.

F- Ependorff

Es un tub de microcentrifuga, Ependorff és una marca que en fabrica, perd ja és
conegut mundialment amb aquest nom. Consisteix en un petit tub de plastic amb una
tapa, completament esteril. S'utilitzen per moltes coses com per fer centrifugues o per

manteniment de mostres. Normalment tenen un sol Us.

Per la primera fase de la investigacié es fan cicles de 21 dies. Per aquesta fase els
sembrats de cél-lules canceroses s’infecten en forma d’screening amb els 8000 shRNAs
per bloguejar 900 gens diferents. Durant els 21 dies del cicle es van incorporant les
drogues als sembrats cada 5 dies. Al final de cada cicle s’estudien els resultats del
comptatge de cél-lules vives i mortes de cada placa i un cop acabats tot els cicle
s’estudien els resultats de la seqlienciacid per veure quins gens han desaparegut de les
cél-lules canceroses que queden vives i quins gens apareixen a la majoria de cel-lules
vives. Es duran a terme 4 cicles d’aquests, amb 'objectiu de trobar els gens target. Un
d’aquests cicles es va iniciar el 2n dia de la meva estada al laboratori, el dia 26/7/18.

Era el 2n cicle que es duia a terme en la investigacio.

TREBALL DE RECERCA

VALL DEL NORD pagina 26



RECERCA BIOMEDICA PER IDENTIFICAR ELS GENS QUE INFLUEIXEN EN L’EFECTIVITAT DE LA QUIMIOTERAPIA EN CANCER DE COLON

A la segona fase del projecte els sembrats de cél-lules s’infectaran amb shRNAs que
només bloquejaran gens especifics individualment, els gens target que s’han trobat a
la primera fase, també es faran cicles on s’aniran incorporant drogues als cultius, pero
en aquesta fase cada placa tindra bloquejat només un dels 10 gens target. El protocol
d’aquest cicles de la segona fase no esta explicat en el TR perqué es definira segons els

resultats dels cicles de la primera fase.

Primera fase: cicles de 21 dies de tractament amb drogues

Durant cada cicle de 21 dies s’incorpora tractament de quimioterapia a les cel-lules 4

vegades, l'inicial i 3 vegades més cada 5 dies.

Esqguema basic temporal (21 dies

5 dies del PRIMER tractament

( 5 dies del SEGON tractament

< 5 dies del TERCER tractament ?’3

< 5 dies del QUART tractament

Figura 3-3 Esquema general del cicle

Quantes cel-lules i quantes condicions/plaques necessitem?

Les cel-lules utilitzades en aquests cicles sén cel-lules amb cancer de colon.

Primer de tot es van fer els calculs per saber quantes plaques de cél-lules es

necessitaven i quantes cél-lules en total es necessitava sembrar.

TREBALL DE RECERCA N 27 —
VALL DEL NORD pagina




RECERCA BIOMEDICA PER IDENTIFICAR ELS GENS QUE INFLUEIXEN EN L’EFECTIVITAT DE LA QUIMIOTERAPIA EN CANCER DE COLON

La primera classificacié de cel-lules canceroses s’havia de fer segons la infeccié amb
ShRNAs, eren 3 grups: cél-lules no infectades, cel-lules infectades a I'1% i cel-lules

infectades al 8%.

Després les cél-lules s’havien de classificar segons la quantitat de drogues que rebrien.
Per aix0 es necessitaven 7 grups de les 5 plaques de la seglient figura. De les 5 plaques
de cada grup n’hi ha 2 de la condicié d’infeccid al 1% i dues de la condicié d’infeccio al
8%. Es repeteix la mateixa condicid en 2 plaques perqué després de cada tanda de
tractament amb drogues una de les dues plaques del grup s’enviara a FACS i I'altra

continuara en I'experiment per ressembrar dues plaques noves amb les seves cel-lules:

0% W continua al cicle

1/48
19, " continuaalcicle ¢\~ 35 plaques de
BN FACS 1/75 15cm diametre
o, continua al cicle FUIRI
8% — FACS 1/100

Figura 3-4 Calcul de les plaques necessaries

En total es necessitaven 35 plaques.

Si calia sembrar 12-10¢cel-lules a cadascuna de les 35 plaques, el total era:

Cel-lules control - 12-10%x 8 plaques (7 + 1 placa extra) = 96-10° cél-lules + 160m| McCoy’s

Cél-lules infectades a I’1% | - 12-10%x 15 plaques (14 + 1 placa extra) = 180-10° cél-lules + 300m| McCoy’s

Cél-lules infectades al 8% | - 12-10°x 15 plaques (14 + 1 placa extra) = 180-10° cél-lules + 300ml McCoy’s

Infeccid de les cél-lules amb shRNAs

Després del calculs de la quantitat de cel-lules a utilitzar, el que es va fer amb totes les
cél-lules destinades a tots els cicles de la primera fase de la investigacié va
ser infectar-les amb shRNAs. Per aquest procés es van sembrar 3 grups de cel-lules, el
primer grup, de control, no es va infectar, el 2n grup es va infectar a I'1% i el 3r grup,

al 8% de llibreria de shRNA.
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El dia 13/4/18 es van infectar les cel-lules al 8%, és a dir, es va introduir la llibreria

amb els 8000 shRNAs a dintre de les cél-lules perqué comencés a fer efecte.

Un mes després, el dia 11/5/18 es van infectar les cél-lules a I'1%.

21 dies
(4 Tractaments)

-

shRNA library —_—
/No tractades
PN —_— +G418 P (,:—;_ Figura 3-5 Infeccio de les plaques
K\_t’—’) ' . “??_-:75-)‘ > | :?___,f%’ (© Ruth Rodriguez-Barrueco,
HT-29 FUOX Netonia Marshall, and Jose M. Silva)
EcoR \
Freeze FUIRI

Després es van seleccionar amb antibiotic perqué creixessin només les cel-lules que
s'havien infectat i es van congelar un munt de criotubs, de manera que els
experiments que estan fets d'aqui en endavant sén amb cel-lules que s’anaven

descongelant.
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Cicle de 21 dies. Planificacio. Calendari

La planificacid inicial de les accions a fer sobre les cel-lules canceroses infectades
durant cadascun dels 21 dies del cicle, per incorporar el tractament de quimioterapia i

aconseguir que només es mori el 20% de les cel-lules cultivades, és la seglient:

Planificacio inicial

—0 R—
| sembrar?f%tractamenf? = ‘vlcanvi medﬁf&[’ descans? | descans? >|_ comptar?
[ semfbrar?

- )

{_racs @

~»| tractament 7>‘ canvi medi‘?ﬂf[ descans ?——[ descans ? »| comptar?
|VV sem;brar ?

. FACS @

*I:tractament% +[canvi med$ »| descans? ~+[:descans? »| comptar ;

\7 sembrar |
Bl

» tractament—>| canvi medi—>| descans |

L

 descans P> [TFACELD

Figura 3-6 Planificaci6 inicial (21 dies)

Aquest cicle de 21 dies, ’hem desenvolupat des del dia 25/06/2018 al dia 18/07/2018.
He escrit el diari de les accions realitzades cada dia amb les cél-lules sembrades. En
aquest cicle vam tenir una incidéncia que va provocar la mort de moltes cél-lules i
arran d’aixo0 va caldre ampliar 2 dies abans dels dos Ultims tractaments per permetre la

recuperacié i el creixement de les cel-lules que van sobreviure.
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Aixi, I'esquema de la planificacid inicial del cicle, en realitat va passar a ser aquest:
Calendari real

Lpreparacxo? FACS
; v

[ sembrar Hltractament —)[canvi medl?ﬂ[ descans ?ﬂ[ descans ? v[ comptar?

| sem mbrar
= ->[tractament?—>[canvi medi? [ descans ?—»[ descans ? »| comptar Q

W
f

‘-“' NOVETAT A NOVETAT . FACS ;
\ *[ descans ?ﬂ[ descans ?——:%[tractament?—»[canvi medﬁﬂ[ descans ? [ descans % comptar¢

| fes cél-lules estaven molt "castigades”] ) - indicador !C_r,o
- - ~5 plaqu&s 4 | semb

NOVETAT

‘{ descans %»{ descans ] > tractament —’ \canvi med%»{ descans ?4{ descans ? “

[les cél-lules estaven molt * cashgada"]

Figura 3-7 Planificacio real final (25 dies)
Abans d’iniciar cada cicle de 21 dies es preparen les cél-lules descongelant-les,

sembrant-les a les 35 plaques i afegint-hi medi per tal que tinguin la condicié idonia

per créixer:

CEU IS CANCHITSS
(lima comercial d adenocwrcinoma
de colon anomonada HT-29
Placa de ceél-lules

dins del medi
Alpagirn 20mi del nou

mod a cada placa - ~-

Y

FBS
(Fetal Bovine Serum)
mutnents psl
cromement de las
C daley (1

MocCov's
nutnents per of

AntiAnt
Antibsotic per
combalre baclens

O Torgs

creamen! del

cultiv col hubsr
- toines)

S00 mi 50 mi & mil

Figura 3-8 Esquema preparacio de les cél-lules
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Cicle de 21 dies. Tractament amb drogues. Organitzacio de plaques segons droga i

dilucio.

Per cada fase de tractament amb quimioterapia es preparen 35 plaques de cultius de

ceél-lules, per tenir 5 grups de 7 plaques cadascun. De les 7 plaques de cada grup, una

es queda sense tractament, a 3 plaques s’hi incorpora FUOX (amb 3 dissolucions

diferents: 1/100, 1/75 i 1/48) i a les altres 3 plaques s’hi incorpora FUIRI (amb 3

dissolucions diferents: 1/100, 1/75 i 1/48). També podem dir que sén 7 grups de 5

plaques, on totes 5 es tractaran amb la mateixa dilucié de droga, de les 5 plagues una

és amb cél-lules sense infeccid, dues amb cél-lules infectades a I'1% i dues infectades al

8%.
35 plaques
(15¢cm diametre)
A
/ N\
( \ Infectades Infectades
drogues (antimetabolits) + dilucions = = s =
_ control
A A / \\\
OXA iL>| |(1/48) FUOX 1/48
Bt FUOX o FUOX 1/75
g SN
| E f \‘\ /
5 FU [ g (5] ((roxmnE® 69 8 A
— i FUIRI 1/48
2| FUIRI i N
N FUIRI 1/75
SN-38 \L>| | (1/100) ==
Rl L - FUIRI 1/100
\ ) P / — = S C - = =~
\\;/ / R /
A\ . & L \ & K
A 1% | & | (8% ) &
e P
Figura 3-9 Esquema Tractament
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Placa ctrl sense | Placa ctrl llibreria | Placa ctrl llibreria 1% | Placa ctrl llibreria 8% | Placa ctrl llibreria
llibreria 1% 8%
FUOX 1/48 sense | FUOX 1/48 llibreria | FUOX 1/48 llibreria | FUOX 1/48 llibreria | FUOX 1/48 llibreria
llibreria 1% 1% 8% 8%
FUOX 1/75 sense | FUOX 1/75 llibreria | FUOX 1/75 llibreria | FUOX 1/75 llibreria | FUOX 1/75 llibreria
llibreria 1% 1% 8% 8%
FUOX 1/100 sense | FUOX 1/100 | FUOX 1/100 llibreria | FUOX 1/100 llibreria | FUOX 1/100 llibreria
llibreria llibreria 1% 1% 8% 8%
FUIRI 1/48 sense | FUIRI 1/48 llibreria | FUIRI 1/48 llibreria | FUIRI 1/48 llibreria | FUIRI 1/48 llibreria
llibreria 1% 1% 8% 8%
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

FUIRI 1/75 sense | FUIRI 1/75 llibreria | FUIRI 1/75 llibreria | FUIRI 1/75 llibreria | FUIRI 1/75 llibreria

llibreria 1% 1% 8% 8%
FUIRI 1/100 sense | FUIRI 1/100 | FUIRI 1/100 llibreria | FUIRI 1/100 llibreria | FUIRI 1/100 llibreria
llibreria llibreria 1% 1% 8% 8%

Els grups 2i 3, i els grups 4 i 5 sén grups de plagues amb les mateixes condicions. Fan
falta 2 grups iguals perque les plaques d’un grup s’enviaran a Citometria, al FACS, per
mirar la viabilitat cel-lular i I'altre grup s’utilitzara per ressembrar després dels 3
primers tractaments. Al finalitzar tots els quatre cicles s’enviara a seqienciar per
identificar els gens bloquejats. Aixi es podra relacionar el nombre de cél-lules vives per
cada tractament diferent amb els gens que hauran desaparegut (les cél-lules sense el

gen hauran mort) per cada tractament.

Canvi de medi

El dia després d’incorporar el tractament amb quimioterapia, cal canviar el medi de les

cél-lules per netejar-lo de drogues:

plaques amb
el nou medi

20ml|

cultiu cel-lular

500 mi 50 mi 5mi

Figura 3-10 Esquema Canvi de medi

Descans

Després del canvi de medi per netejar-lo de drogues, les cél-lules es deixen en descans

dos dies per tal que tinguin les condicions idonies per créixer i alimentar-se.
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FACS, comptar i sembrar

Desprées dels dos dies de descans i abans del seglient dia tractament:

o Les cél-lules d’'unes plaques es preparen i s’envien a citometria (FACS).

o Les cel-lules de les altres plagues continuen en el cicle i s’Than de tornar a
sembrar en noves plaques. Aixo implica comptar-les i redistribuir-les perquée
cada nova placa tingui 12 milions de cél-lules abans del nou tractament. Si el
cultiu ha crescut molt abans del nou tractament es llencen les cél-lules que
sobren. Si en el cultiu han mort moltes cel-lules cal canviar planificacié i re-
sembrar plaques amb menys de 12 milions de cel-lules. Aquest és el procés més

extens que es fa en el cicle, comporta les accions seglents:

> : S
,‘:;u > . vives

= £

_| nombre oe
4l liles

piaca novs
1290 ot duies sembrar

nomare de l
oM Wies

Figura 3-11 Esquema Comptar i Sembrar
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Les plagues que s’envien al citometre també s’han de processar perqué abans
d’enviar-les s’han de tenyir amb DAPI i DiOC per distingir les cél-lules vives de les

cel-lules mortes:

Exp_ONOCADAP:_CISITAX

“mn

Figura 3-12 Esquema Enviar a FACS

4 tractaments amb drogues per completar el cicle

Després de la primera ronda de tractament que s’aplica a les cel-lules sembrades, se’n
fara un altra al cap de 5 dies. A la tercera ronda s’afegeixen 2 dies de descans abans del
tractament per poder recuperar les cel-lules que estan molt castigades i perque
s’enganxin bé a la placa. A la quarta ronda es faran 7 dies igual que a la tercera. Abans
de cada nova ronda de tractament es compten i es tornen a sembrar les cél-lules. Quan

haguem completat el cicle haurem posat 4 vegades el tractament.

En el diari, a I'apartat DIARI de LABORATORI, explico amb més detall les accions i

experiments de cada dia, perd per no tornar a repetir la majoria d’accions de cada 5

dies de tractament, només indicarem els punts més rellevants:

i.  Tal com he avancgat previament, després del final del 2n tractament (dia 11 del
cicle) i després de comptar les cel-lules, varem detectar la mort de moltes
cél-lules i per aixo va caldre ampliar 2 dies el cicle per permetre la recuperacio i
el creixement de les cel-lules que van sobreviure.

ii.  Un de les causes podria ser I'agressivitat del tractament, per aixo la tercera

ronda de tractament es va fer amb les drogues més diluides, i es va descartar
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les dilucions 1/48 i 1/75, i la dilucié 1/100 es va dividir en dues noves
condicions: continuar amb 1/100 i una nova condicié de 1/150.

iii. Després de comptar les cél-lules de la 3a ronda de tractament (dia 18 del cicle)
es va decidir iniciar dos experiments nous en paral-lel:

e 96 - Abans de comengar I’experiment, vam calcular quin era l'indicador
per mesurar I’eficacia de les tres drogues que fariem servir (5-FU, I'OXA i
el SN-38), anomenat ICso. Farem de nou aquest calcul per veure si
aquesta ICsp ha variat o no perqué ens hem trobat generalment amb
molta mortalitat en I'experiment.

e 6 - En aquest experiment volem saber si la mida de la placa en la qual
treballem amb les ceél-lules influeix en els resultats o no. Durant
I'experiment general vam estar treballant amb plaques de 15cm de
diametre, ara es volia veure com es comporten les cel-lules amb les

mateixes condicions perd amb plaques de 6cm de diametre.

SeqgUenciar després de I'altim cicle de 21 dies de tractament amb drogues

Després dels 21 dies del cicle unes plaques s’envien a FACS per comptabilitzar i les
altres es guarden per enviar-les a seqlienciar un cop estiguin tots els cicles acabats. La

seqilienciacio es fa a fora de I'lGTP.

Els resultats de les FACS es poden veure en I'annex D — “Resultats finals citometria

FACS”.

Després de I'tGltim cicle, per enviar a seqiienciar s’extreu I’ADN de les cél-lules (no
tractades, tractades amb FUOX i tractades amb FUIRI) i s’envia, de manera que
seqlencien quins shRNAs s’han mantingut després de tot el tractament dels més de

8.000 totals que teniem.

Com s’ha explicat a I'apartat de seqlienciacié, amb els resultats rebuts d’aquest procés,
es comparen quins gens s'han deixat d'expressar en les cel-lules tractades en relacié a
les no tractades i quins estan més sobreexpressats en les cel-lules tractades en relacié

a les no tractades.
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D'aguesta manera, si es veu, fent cerca en negatiu (negative selection), que alguns
shRNAs desapareixen a les cél-lules tractades que han quedat vives voldra dir que les
cel-lules que el tenien han mort; aixo voldra dir que el fet de silenciar aquest gen en
concret sensibilitza aquesta cel-lula a la quimioterapia. Aixi doncs, aquests gens serien
potencials drug target, ja que el fet d'inhibir-los sensibilitza les cél-lules a la

quimioterapia.

Si es veu que alguns shRNAs si que apareixen en moltes cél-lules tractades que han
quedat vives voldra dir que el gen sera un biomarker i que silenciar aquest gen

afavoreix el creixement del tumor.

Segona fase: Infectar amb shRNAs especifics per bloquejar gens especifics

A la segona fase de la investigacid les cel-lules canceroses s’organitzaran en N grups

segons els N gens target que s’hagin trobat en la primera fase.

En aquesta fase s’infectara cada grup de cél-lules amb shRNAs diferents per bloquejar
gens especifics (no es fara I'screening de la primera fase on es bloquejaven 900 gens

aleatoriament).

S’observara el creixement de les cel-lules amb aquests gens especifics bloquejats, amb
I’objectiu que el bloqueig d’algun o alguns gens faci que totes les cél-lules canceroses
morin amb el tractament de quimioterapia. Si s’aconsegueix aquest objectiu després

és viable desenvolupar un medicament que provoqui aquest bloqueig.

Aguesta fase es comencara al mes de novembre o desembre del 2018, i sempre que

s’hagin trobat gens target prou definits a la primera fase.
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Resum dels resultats

En els grafics seglients es pot veure el resum dels resultats:
Without library
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Figura 3-13 Resultats FACS plaques sense infeccio
Library 8%
% B Live cails
; [ Dead ceils
‘6 RO T o° é’ @ &
S

FUOX FUIRI
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Figura 3-15 Resultats FACS plaques infeccid 1%
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4. CONCLUSIONS

Conclusions extretes de la investigacio realitzada pel grup de recerca en el periode de

la meva estada al laboratori (25/05/2018 a 24/07/2018)

El cicle de 4 tractaments amb quimioterapia fet sobre els sembrats de cel-lules
canceroses infectades amb shRNAs, realitzat des del dia 25/6/2018 al 18/7/2018 va
servir per determinar quina concentracié de droga calia incorporar a les plaques de
cultius per tal que les cél-lules tinguin un 20% de mortalitat en els seglients cicles de la

investigacio.

Les plaques de les cél-lules que van arribar al final d’aquest cicle no es van enviar a
seqlienciar per trobar gens target, es van enviar totes al FACS per comptabilitzar les
cél-lules vives i les mortes i aixi poder calcular exactament quines dilucions de droga

convenia fer servir en futurs cicles.

Per la investigacid interessa que hi hagi un % baix de mortalitat, al voltant d'un 20%, ja
que aixi es poden ressembrar bé les cél-lules canceroses i es poden enviar a seqiienciar

al final de I’tltim cicle.

Durant el cicle ja vam veure que les dilucions 1/48 i 1/75 eren massa agressives i
provocaven la mort de massa cél-lules. En el mateix cicle ja vam canviar les dilucions i
vam fer servir 1/100 i 1/150. Després d’analitzar tots els resultats del FACS el grup de
recerca va decidir utilitzar aquestes dilucions de droga en els nous cicles de tractament

de cultius amb quimioterapia.

Per tant, a partir d’aqui el grup de recerca determina que els tractaments amb drogues
seran a una dilucié 1/100 durant els dos primers cicles de tractament, després es faran

els dos cicles restants amb la dilucié 1/150.

En els futurs cicles la incorporacié de droga es fara amb aquestes concentracions. Al
final d’aquests cicles les cel-lules tractades i no tractades s’enviaran a seqlienciar amb

I’objectiu de trobar gens drug target.
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Aconseguir els objectius finals de la recerca encara queda lluny. En el moment que
estic escrivint aquestes conclusions (finals d’octubre del 2018) el grup de recerca esta
acabant la primera fase, la que té com a objectiu trobar els gens drug target, els gens
que modifiquen la sensibilitat de la cél-lula al
tractament amb quimioterapia. Amb l'estudi dels resultats de la seqlienciacid han
trobat que hi ha 300 gens candidats (dels 900 inicials). Ara cal analitzar els resultats
d'altres investigacions on apareix algun d'aquests 300 gens, cal revisar tota la
bibliografia sobre aquests gens, cal estudiar a fons els resultats de la seqlienciacio i
finalment determinar els 10 gens que passaran a la segona fase de la investigacié. En
aquesta segona fase només es silenciara un d'aquests 10 gens a cada placa de cultiu
amb l'objectiu de que les cel-lules canceroses morin molt més que a les plaques sense

cap gen silenciat.

Conclusions i valoracio del Treball de Recerca

Aquesta estada al laboratori, I'estudi previ per entendre qué feien els investigadors, i
el treball posterior per explicar bé la investigacid que s’esta portant a terme m’ha
permes adquirir uns coneixements molt valuosos sobre investigacié biomeédica, sobre

cultius cel-lulars i sobre genética.

Com a primera conclusi6 del TR he de dir que he pogut comprovar com n’és
d’imprescindible que augmenti la investigacié cientifica al nostre pais per aconseguir
avengos medics. També he pogut comprovar com n’és d’'imprescindible investigar com
millorar cada accid, cada item i cada pas de cada terapia meédica que s'utilitza
actualment. Crec que és tan important descobrir millores en els tractaments o terapies

actuals com descobrir nous tractaments o noves terapies.

No vull deixar d’explicar 'admiracié que sento pel grup de cientifics que he conegut i
amb qui he treballat. Penso que la capacitat necessaria per dissenyar i planificar una
recerca com la que estan duent a terme requereix d’un talent i uns coneixements
extraordinaris. lgualment, portar a terme la investigacié dia a dia, seguint tots els

protocols predefinits i resolent els molts problemes que van sortint requereix d’una
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capacitat de treball, concentracid i organitzacido admirables. Ha sigut un honor poder

fer una feina tan complexa a costat de tots ells.

La tercera conclusié és que la vida al laboratori es basa en el seguiment exacte de
protocols, la repeticié, la no contaminacié de tots els productes, I'exactitud en les
mesures i resolucié de problemes i errors d’'una forma rapida i eficag. Sén molt

importants la planificacid, la paciéncia, la rigorositat i la constancia.

La quarta conclusié és que hi ha moltes possibilitats que el grup de recerca acabi
trobant els 10 gens target que tant esperen trobar, uns gens que es puguin bloquejar i
facin la quimioterapia del cancer de colon molt més efectiva. Si ho aconsegueixen

acabaran sent clau per salvar moltes vides. Jo desitjo de tot cor que se’n surtin.

| per acabar vull destacar que he aprés que quan algu o algun grup de cientifics esta
investigant sobre algun tema, sempre hi haura algu altre al mén que estara fent la
mateixa investigacid, i que no és una cursa entre dos o més grups, sind que és una
col-laboracié per I'avenc cientific. Es molt dificil poder demostrar una hipotesi, perd
encara que no sigui possible fer-ho, els resultats de la investigacié es publicaran i

podran ajudar a algun altre equip de recerca a demostrar la seva hipotesi.
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ANNEX A — PO “RESPONSE PROJECT”
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6. ANNEX B - El cancer i el cancer de colon

El cancer és un malaltia que consisteix en la multiplicacié accelerada de determinades
cél-lules alterades, que formen tumors, i que poden migrar a altres punts, a través del
sistema circulatori i limfatic, fet que s’anomena metastasi. Si el tumor esta molt
localitzat i no creix indefinidament rep el nom de tumor benigne. Generalment es pot
extirpar amb facilitat. En canvi, si creix envaint i destruint els altres teixits de

I'organisme, rep el nom de tumor maligne.
Les cél-lules canceroses, les cél-lules immortals:

Les cél-lules canceroses tenen unes marques molt clares, anomenades hallmarks. Entre

totes aquestes marques, les més importants son:

Presenten alteracions de forma

Tenen proteines de membrana diferents

Es divideixen a gran velocitat

Tenen tendéncia a envair els teixits propers

Les dues ultimes hallmarks s’especifiquen més concretament en principalment 8
caracteristiques o propietats que permeten definir les cél-lules tumorals i que es van
adquirint durant els multiples esdeveniments associats al desenvolupament tumoral.
Aquestes capacitats permeten a la cél-lula tumoral proliferar cronicament sense
control, esdevenint immortal i evitant la seva destruccid. Concretament, la cel-lula

tumoral té la capacitat de:

1) Mantenir de forma sostinguda senyals proliferatius

2) Evadir-se dels mecanismes supressors de la proliferacio
3) Replicar-se indefinidament

4) Resistir la mort cel-lular

5) Activar mecanismes d’evasio i metastasi
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6) Induir angiogénesis (formacid de vasos sanguinis nous a partir dels
preexistents, aquests nous vasos sanguinis sén imprescindibles per al
creixement tumoral)

7) Maodificar, o reprogramar, el metabolisme cel-lular per facilitar la proliferacié

8) Evadir-se del sistema immunitari, evitant aixi la seva eliminacié/destruccio

Sustaining prolifarative
signaling

Resisting Evading growth
cefl death SUPPressors

Inducing
angiogenes:s

Enabling replicative
immortality

Figura 6-1 Cancer Hallmarks
© https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S0092-8674%2811%2900127-9

El pas de cél-lula normal a cel-lula cancerosa s’anomena transformacié cancerosa o
neoplasica. Aquesta transformacio esta relacionada en diferents factors ambientals

que actuen alterant I’ADN.

El cancer, I'ADN i els gens

Els gens estan localitzats dins dels cromosomes, en el nucli cel-lular. Un gen és un
fragment d’ADN, i porta la unitat hereditaria elemental. La funcié d’un gen és codificar
una proteina, i aquest porta la informacid codificada a un determinat caracter. La

posicié determinada que ocupa el gen dins del cromosoma s’anomena locus.

Existeixen els gens protooncogens que amb una petita alteracié produida per agents

canceroses passen a oncogens, i aquests provoquen la transformacié cancerosa. En
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humans se n'han identificat més de cent, de fet no es pot saber la xifra exacta perque

cada dia varia.

També existeixen els gens supressors tumorals que inhibeixen la divisié cel-lular. En

humans se’n han identificat dotze, perdo com passa amb els oncogens, pot canviar.

Un medicament ideal per el cancer podria ser un que bloquegés els gens

protooncogens i/o potenciés els gens antioncogens.

El cancer de colon

Definicid
El cancer colorrectal s’inicia en els teixits del colon o del recte. Sovint, petites lesions

de l'interior del budell (polips) poden acabar transformant-se en un tumor.

El colon i recte

El colon i el recte sén parts de I'aparell digestiu. Formen un tub llarg muscular
anomenat budell gruixut. Del budell gruixut, els ultims 15cm corresponen al recte, i
aquest es connecta amb |'anus a la seva part final. Dels aliments que digerim, una part
arriba al colon passant a través de I'esofag, I'estémac i el budell prim. El colon és la
part de 'aparell digestiu on s’absorbeix I'aigua i els nutrients minerals, i on es formen
els residus o femta, la qual arriba al recte i, a traves de I’anus, és expulsada a |'exterior

del cos.

El colon té quatre seccions: el colon ascendent, és la part dreta de I'abdomen; el colon
transvers, és la seccié que creua per la part superior de 'abdomen de dreta a esquerra;
el colon descendent, és la part esquerra de I'abdomen i el colon sigmoide que és la

seccio final, on es connecta amb el recte.
Tot el colon esta irrigat per vasos sanguinis (venes i artéries) i vasos limfatics.

Els vasos sanguinis sén els que aporten la sang a les cél-lules. Els vasos limfatics formen
part del sistema immunitari i es connecten amb els ganglis, els encarregats de

bloquejar els bacteris, les cél-lules canceroses i d’altres substancies perjudicials que
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arriben a través de la limfa. La limfa és un liquid de color clar que circula pels vasos

limfatics. Tenim ganglis limfatics al llarg de tot el budell gruixut.

El cancer de colon i recte

El cancer de colon i recte és un dels més freqgiients entre els homes i les dones de més

de 50 anys.

A EEUU es calcula que I'any 2018 hi haura 140.250 nous casos de cancer de colon i

50.630 morts per culpa d'aquest cancer. Alla és el 2n cancer més 'mortifer’.

A Catalunya el cancer de colon i recte és el 2n més freqiient en dones i 3r més freqlient

en homes.

La Generalitat de Catalunya ha iniciat un programa de deteccié precoc per les persones
més grans de 50 anys. Es un programa que es fa coordinadament amb les farmacies i

que suposa només fer una prova de sang a la femta.
Es molt important la deteccié precoc del cancer colon per la seva possible curacio.

Quan no hi ha cancer, és a dir, normalment, les cel-lules creixen i es divideixen per
formar noves ceél-lules que el cos necessita; les cél-lules envelleixen i moren, quan

moren de velles sén reemplagades per les noves.

Quan aquest cicle s'altera i les cél-lules no moren quan ho haurien de fer i alhora en
van creant de noves diem que hi ha cancer: les cél-lules es divideixen massa sovint i el
cos es troba amb un excés de cél-lules que poden formar una massa o un teixit que es

denomina tumor.
Existeixen tumors benignes i malignes:

e Tumors benignes: No sdn cancer. Les seves cel-lules no envaeixen altres parts
del cos. Generalment es poden extirpar i no solen tornar a apareixer.

e Tumors malignes: Si que sén cancer. Les cel-lules d’aquests tumors poden
envair teixits propers i disseminar-se per altres parts del cos a través del

sistema sanguini o limfatic. Aquesta disseminacioé s’Tanomena metastasi.
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El cancer de colon comenca a la capa més interna, a la mucosa de I'organ, i pot afectar
a més o a totes les capes de la paret del budell. Aixo es té en compte per determinar el

grau d’afectacio del cancer.

Quan les cél-lules canceroses migren a través dels vasos limfatics i arriben més enlla de
la mucosa on s’ha originat el cancer colorrectal es poden trobar céel-lules malignes en
els ganglis limfatics propers. Quan les venes que recullen la sang del colon i el recte
porten les cel-lules canceroses cap al fetge i després cap el cor, i d’aquest cap a la
circulacid sistemica es produeix metastasi en altres organs. El primer organ estacio de
les cél-lules tumorals sol ser el fetge, tot i que poden ser els pulmons quan el cancer

s'origina al darrer terg del recte.

Quan el cancer colorrectal arriba al fetge, el cancer que s'iniciara en el fetge tindra el
mateix tipus de cel-lules que el colorrectal, per tant es tractara d’un cancer colorrectal
amb metastasi hepatica. No sera un cancer de fetge i el tractament haura de ser pel

cancer colorrectal, no pel cancer de fetge.

Causes

Es desconeixen quines son les causes exactes del cancer colorrectal. Algunes persones
amb certs factors de risc tenen més probabilitat que d’altres de desenvolupar un

cancer de colon o recte.

Un factor de risc és qualsevol element que fa augmentar les possibilitats que una
persona pugui desenvolupar cancer, pero la majoria no en sén una causa directa. Entre
els factors de risc n'hi ha de controlables, com el tabaquisme, i de no controlables, com

ara l'edat i els aspectes hereditaris.

En el cas del cancer colorrectal els factors que es consideren de risc sén:

e L’edat: La majoria dels casos solen donar-se per sobre dels 50 anys.

o Polips colorrectals: Els polips sén proliferacions de teixit de la paret interna del
colon o recte. La majoria dels polips sén benignes pero hi ha un tipus de polips,
anomenats adenomes, que sén una lesid precancerosa i es poden transformar

en cancer.
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e Antecedents familiars de cancer colorrectal: Si pares, germans o fills han tingut
cancer colorrectal, especialment si s’ha produit en edats joves, tenen més
probabilitats.

e Alteracions genétiques: Alguns canvis o mutacions en certs gens augmenten el
risc del cancer colorrectal:

o Cancer de colon hereditari no poliposic: Es el tipus de cancer de colon
hereditari més freqlient.

o Poliposis adenomatosa familiar: Es caracteritza per la preséncia de
molts polips en el colon i en el recte.

e Antecedents personals de cancer: Les persones que han tingut cancer
colorrectal i les dones que han tingut cancer d’ovari o Uter tenen més risc.

« Colitis ulcerosa o malaltia de Crohn: Es una malaltia inflamatoria intestinal.

o Dieta: Una alimentacié rica en greix, especialment d’origen animal, pobra en
fruites i verdures, i baixa en fibra, augmenta les possibilitats de cancer
colorrectal.

e Inactivitat fisica i sobrepeés.

e Tabaquisme: Fumar augmenta risc de desenvolupar polips i cancer colorrectal.

Simptomes

El simptomes del cancer colorrectal sdn poc especifics. Els més comuns sén els

seglients:

e Canvi en els habits intestinals

o Diarrea, estrenyiment o sensacié que I'evacuacié no és completa

e Sang ala femta, que pot ser molt fosca o bé vermella

e Materia fecal de menor calibre o més liquida de I’habitual

e Molesties a I'abdomen, com ara dolor, inflor, preséncia de gasos, sensacié de
sacietat i colics

e Pérdua de pes sense motiu aparent

o Fatiga o cansament persistent

e Anémia (baix nivell de globuls vermells) per pérdua de ferro sense causa

aparent
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Diagnostic

Per diagnosticar el cancer colorrectal es realitzen les proves segilients:

¢ Antecedents medics i exploracio fisica. S’elabora la historia clinica sobre els
antecedents medics propis i familiars i els simptomes actuals. També es fa un
examen fisic inicial.

e Test de sang oculta en femta. De vegades el cancer o els polips produeixen
sagnats i es barregen amb la femta i poden passar desapercebuts. El test és una
prova molt senzilla que detecta la presencia de sang a la femta. Actualment,
com s'ha comentat abans, a la ciutat de Barcelona s'esta fent un programa de
cribratge. Es proposa a tota la gent major de 50 anys portar a la farmacia una
mostra de femta i es fa el test de sang oculta.

o Tacterectal. Esunaexploracié que forma part de I'examen fisic rutinari. El
metge introdueix un dit, amb un guant lubrificat, a través de l'anus per
identificar la presencia d’estructures anormals en el canal anal i terg inferior del
recte.

« Sigmoidoscopia. Es per visualitzar el sigma i el recte que es troben a la part
inferior del budell gruixut. Consisteix en la introduccié per I'anus d’un tub
flexible amb llum fins a la zona que es vol explorar. Amb aquesta exploracié es
poden treure polips o teixits que posteriorment s'analitzaran.

e Colonoscopia. El procediment és similar al de la sigmoidoscopia, la prova
permet visualitzar i explorar tot el colon.

o Enema de doble contrast de bari. Aquesta prova és per als pacients que no es
poden fer una colonoscopia. S’administra I'énema o lavativa amb una solucié
de bari i es realitzen diverses radiografies abdominals. A les radiografies es veu
el contorn del colon i del recte.

e Biopsia. Aquesta prova dona un diagnostic definitiu. Consisteix en I'extraccid
d’una petita quantitat de teixit per a un analisi microscopic. Aix0 permet
analitzar i coneéixer el tipus de cél-lules i les caracteristiques del tumor.
Aguestes dades sén molt importants per determinar el pronostic i decidir el

tipus de tractament més adequat. La biopsia es pot practicar durant una
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colonoscopia, en un altre teixit obtingut a través de la cirurgia o per puncid
d’algunes de les metastasis.

e Analisi de sang. Es realitza un analisi complet de la sang, per valorar |'estat
general. Es pot detectar, per exemple, un nivell baix de globuls vermells si s’han
produit sagnats. També es realitzen altres determinacions com la deteccié del
marcador tumoral anomenat CEA (Antigen Carcino-Embrionari). Els marcadors
tumorals sén un tipus de proteines que solen trobar-se en nivells elevats a la
sang en presencia d’un tipus de cancer concret. No hi ha marcadors tumorals
per tots els cancers. Pel cancer de colon tenim el CEA.

o Ecografia. Aquesta prova no utilitza raigs X, es realitza mitjangant la utilitzacié
dels ultrasons. S’utilitzen ones de so d’alta freqliencia, que impacten en les
diferents estructures a estudiar i un ordinador en recull I'eco per produir les
imatges. Permet distingir entre una massa solida i una de contingut liquid.
S'utilitza per descartar la malaltia.

« Tomografia Axial Computeritzada (TAC o TC). Es prova que es fa amb raigs X.
Possibilita visualitzar en forma tridimensional parts internes del cos. En
ocasions s‘injecta a la vena una substancia anomenada contrast per poder
visualitzar alguns detalls especifics. Aquesta prova mostra si el cancer s'ha
disseminat al fetge, als pulmons i com d'amplia és la disseminacié.

o Radiografia de torax. Permet veure si hi ha metastasi als pulmons.

e Tomografia per Emissié de Positrons (PET). La PET identifica I'activitat
metabolica de les cél-lules. Consisteix en la injeccié en vena d’una substancia
amb alt contingut en sucre, per la qual les cel-lules tumorals tenen apeténcia,
marcada de forma radioactiva per a que aixi pugui ser identificada en Ia
maquina PET. Les cel-lules malignes solen identificar-se en les imatges com a
arees d’alta activitat. Es una prova que s’utilitza per complementar informacié

d’altres proves.

Seguiment. Estadificacio (grau d'extensid).

Després de confirmar el diagnostic de cancer colorrectal és necessari coneixer el grau

d’extensid per tal de planificar el tractament més adequat.
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Els estadis del cancer colorrectal sén:

e Estadi 0 (carcinoma in situ). Les cel-lules canceroses es troben a la capa interna
(mucosa) de la paret del colon o el recte. Si es diagnostica en aquest estadi es
poden extirpar durant una colonoscopia.

e Estadi I. El tumor ha crescut i ha traspassat a la seglient capa (submucosa),
perd no s’ha produit disseminacio.

e Estadill. El tumor s’ha estés més profundament en la part interna de la paret
del colon o recte i afecta a capes més externes de la paret del budell. Es
possible que hagi afectat als teixits propers, perd no s’ha produit disseminacié
als ganglis limfatics.

e Estadilll. El tumor s’ha disseminat als ganglis limfatics propers, pero no a
d’altres parts del cos.

e Estadi IV. El tumor s’ha disseminat a d’altres parts del cos, com pot ser al
fetge, pulmons, peritoni (la membrana que cobreix la cavitat abdominal) o als
ovaris.

e Cancer recurrent. Es produeix quan, passat un temps després d’haver tingut el
cancer colorrectal, torna a apareixer. Pot tornar al colon, el recte o en una altra

part del cos.

Tractaments

El cancer és una malaltia molt comuna on les cél-lules proliferen sense control. Hi ha
molts tipus de cancers, una gran diversitat de causes i també bastants tractaments.
Malauradament, els tractaments no sempre son eficients. Una de les maneres més
comuna d’intentar tractar-lo és la QUIMIOTERAPIA. A més a més, un altre métode
recent per intentar combatre el cancer, pero aquest és més car i s’utilitza encara poc,

és la IMMUNOTERAPIA.

La quimioterapia consisteix a provocar la mort cel-lular, pero el problema és que mata

tant les cel-lules tumorals com les cel-lules sanes.

El tractament amb quimioterapia es refereix a I'Us de medicaments especifics que

tenen com a objectiu destruir les cel-lules canceroses. Aquest tractament també
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s’anomena terapia sistéemica, perque els medicaments es distribueixen per a tot el cos,
a través de la sang. Per tant, també pot afectar a cel-lules sanes i produir alguns
efectes secundaris. Depén del tipus de medicament, dosis, durada i les caracteristiques
individuals de cada persona. La quimioterapia que s’utilitza en el tractament del cancer
colorrectal s’administra principalment per via endovenosa (a través de les venes) i de
forma ambulatoria. Generalment la quimioterapia s’aplica després de la cirurgia per
eliminar les cel-lules canceroses restants. En els casos de cancer de recte, se sol
administrar conjuntament amb radioterapia abans de la cirurgia amb I'objectiu de
disminuir la mida del tumor. També és el tractament d’eleccié en cancer colorectal

avancat o metastasic.

Els efectes secundaris de la quimioterapia: La quimioterapia actua especificament
sobre les cel-lules que es divideixen rapidament, tant a les cél-lules canceroses com a
les sanes. Es per aixd que poden aparéixer efectes secundaris, els quals poden ser
diferents tant en tipus com en intensitat, depenent del medicament utilitzat, la dosi i la
durada. Tenint en compte la localitzacié de les cel-lules que es divideixen rapidament,

els efectes secundaris es relacionen amb:

e Cel-lules de la sang. Quan la quimioterapia afecta a les cél-lules sanes de la
sang pot augmentar el risc de tenir infeccions, de fer-se hematomes o sagnar
amb més facilitat, i sentir més feblesa o cansament del que és habitual.

e Cél-lules de les arrels del cabell. En funcié del medicament utilitzat, pot haver-
hi perdua del cabell o pot canviar de color i consisténcia.

e Cel-lules del tracte digestiu. Sén les cél-lules que es troben a la boca, I'estémac
i altres parts de l'aparell digestiu. En aquest sentit, es podria produir perdua de
I'apetit, nausees, vomits, diarrea, dificultat per empassar o tenir algunes nafres

ala bocaiels llavis.
Per al cancer de colon hi ha dues quimioterapies basiques:

e FUOX. FU(5-Fluoracil) antimetabolit que penetra a la molécula de I'ADN,
impedint aixi la seva reparacié + OX(oxaliplati), derivat del plati, el seu
mecanisme d'accido en I'ADN provoca eventualment la mort de les cél-lules

canceroses.
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e FUIRI. FU(5-Fluoracil) antimetabolit que penetra a la mol-lécula de I'ADN,
impedint aixi la seva reparacié + IRI (irinoteca), inhibidor de la topoisomerasa

gue impedeix la reparacio de I'ADN.

Detalladament, la quimioterapia provoca ruptures en I’ADN amb I'ajuda dels analegs
de nucleosids. Els nucleosids Adenosina (A), Timidina (T), Guanosina (G) i Citosina (C)
formen part de I'estructura de ’ADN. La incorporacié d’analegs d’aquests nucleosids
modificats quimicament bloqueja la replicacié de ’ADN i els mecanismes de reparacio,
aixi que es formen ruptures a I’ADN i es provoca la mort cel-lular perqueé la cél-lula no
es duplica. Si la cel-lula esta en una fase de divisio quan hi hagi aquest bloqueig, la

cél-lula no podra passar de la fase de divisio cel-lular i acabara morint.

De vegades, tot i la quimioterapia, algunes cél-lules tumorals aconsegueixen, en el
moment de la divisid, passar els checkpoints (punts de control) que la cel-lula realitza
per determinar si ha de continuar amb el procés de divisié o no. Aquesta és la clau de
I’expansio del cancer, i passa quan una o més cel-lules aconsegueixen passar o aprovar
aquest control de qualitat que les cel-lules fan durant la divisid. Si la cel-lula cancerosa
passa aquest control aconseguira dividir-se com si fos una cél-lula sana, i no tindrem la
mort cel-lular que es busca amb la quimioterapia. Quan una o més cél-lules passen el
checkpoint diem que aquestes cél-lules s’escapen, i en aquest cas el cancer continua

creixent i escampant-se.

Malauradament, sovint quan ataguem un tumor amb quimioterapia hi ha cel-lules que
s’escapen. Aix0 vol dir que quan ataquem un tumor amb una farmac és possible que
aquest farmac beneficii el tumor, perqué només es moren les cél-lules més sensibles o
més deébils, de manera que les cel-lules que en dividir-se han adquirit mutacions o
mecanismes per resistir-se al farmac, s’escapen i superen l'accié de farmac. Si no
s’aconsegueix eliminar totes les cél-lules tumorals, hi quedaran les cél-lules més

resistents i immunes al tractament.

La immunoterapia contra el cancer consisteix a activar el sistema immunitari. Una de
les funcions clau del sistema immunitari és eliminar les cel-lules tumorals. El sistema
immunitari és I'encarregat natural de I'organisme per detectar i eliminar les cél-lules

tumorals. El nostre cos continuament detecta tumors i els elimina ja que pot detectar
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les cel-lules tumorals i fa que aquestes es morin o les destrueix. De fet, un dels
mecanismes que utilitza el tumor per créixer i escampar-se (fer metastasi) és adquirir
propietats que posen frens al sistema immunitari o que el fan invisible al sistema
immunitari. Es seleccionen aquelles cél-lules tumorals que tenen capacitat de

bloquejar i d’escapar-se del control del sistema immunitari.

Sense sistema immunitari hi ha més tumors al nostre cos. S’ha vist que les cél-lules
tumorals s’escapen del sistema immunitari bloquejant-lo de diferents maneres. El
problema és que sobreviuen les cel-lules canceroses que aconsegueixen burlar els
mecanismes que controlen els errors que es donen en el control de la proliferacié
cel-lular. Les céel-lules canceroses que aconsegueixen passar els checkspoints del
sistema immunitari hauran aconseguit burlar el sistema immunitari i aconseguiran

duplicar-se sense limits.

Un dels reptes de la immunoterapia és que abans s’ha d’estudiar el mecanisme que fa
servir el tumor per frenar i parar al sistema immunitari i després buscar el farmac
adequat per evitar aquest bloqueig. No tots els tumors adquireixen els mateixos
mecanismes de resisténcia i un mateix tumor en pot tenir diversos. Un dels principals
mecanismes que utilitza el tumor per evadir-se del sistema immunitari és expressant la
proteina PD-L1. La interaccié de PD-L1 de la cél-lula tumoral amb el la proteina PD1
dels limfocits T provoca el bloqueig del sistema immunitari. Un tractament amb
anticossos que bloquegin aquesta interaccid provoca una activacié del sistema

immunitari afavorint la destruccio de les cél-lules tumorals.

Per tant, una manera complementaria de fer front al cancer, principalment els que sén
resistents a terapies convencionals, és identificar els mecanismes que utilitza cada
tumor per bloquejar i escapar-se del sistema immunitari i aconseguir que el sistema
immunitari funcioni al 100%. Aixi doncs, I'objectiu de la immunoterapia és activar el
sistema immunitari, que de forma natural pot aconseguir combatre el tumor d’una
forma més eficient i efectiva, i principalment sense efectes colaterals sobre cél-lules
normals. Recentment s’han produit grans avencos en la immunoterapia, pero els
tractaments encara estan en fases inicials o experimentals per la majoria de tumors i

son molt costosos.
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Altres tractaments aplicats al cancer de colon son els seglients:

e Cirurgia. La cirurgia és el tractament més freqiient del cancer colorrectal per
extirpar el tumor.

e Colonoscopia. Mitjangant la colonoscopia es poden extirpar els polips malignes
al llarg del colon i alguns tumors petits a la part baixa del recte.

e Laparoscopia. En fases molt inicials i determinades situacions, el cancer de
colon es pot extirpar mitjancant la laparoscopia. Aquesta técnica quirdrgica
consisteix en la realitzacié de 3 o 4 petites incisions a I'abdomen, a través dels
quals s’introdueixen uns instruments que permeten visualitzar l'interior i
extirpar el tumor, a més d’una petita porcid de teixit sa del voltant. També, si
és necessari, es poden treure alguns ganglis limfatics. Amb aquesta técnica es
poden visualitzar la resta de budells i el fetge.

e Cirurgia oberta. Aquesta técnica quirdrgica consisteix en [|‘obertura de
I'abdomen mitjancant un tall, practicat a la zona mitja i al llarg, per extirpar el
tumor i part de teixit sa proper, aixi com alguns ganglis limfatics. També durant
la intervencio es revisen la resta de budells i el fetge.

e Estoma. En extirpar el tumor i un marge de teixit sa, cal preveure com es
connectaran les parts sanes per mantenir la continuitat del budell gruixut fins a
I’anus. Habitualment es realitzen abocaments temporals de la porcié proximal
del budell a la paret intestinal, que posteriorment seran reintroduits i
connectats amb la porcid distal. Es practica per  deixar temps suficient per
que els teixits del colon o del recte es recuperin de la cirurgia. La porcié del
budell que resta a I'exterior s’anomena estoma. L'estoma es connecta amb una
bossa que recull la femta.

e Radioterapia. La radioterapia és un tractament que utilitza raigs d’alta energia
per eliminar les cél-lules canceroses. Només afecta la zona en qué s’aplica el
tractament. En el cancer de recte la radioterapia s’utilitza al mateix temps que
la quimioterapia, és a dir, de forma concomitant. Es pot administrar abans
(terapia neoadjuvant) o després de la cirurgia (terapia adjuvant). Tenen
diferents avantatges i desavantatges, pero essencialment la mateixa finalitat:

eliminar possibles restes de cél-lules malignes dels marges que la cirurgia no
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pot garantir. L’eleccié d’una o altra opcio és valorada per I'equip assistencial
d’acord a la situacid individual de cada persona.

o Terapies biologiques. Les terapies biologiques actuen a través del sistema
immunologic (de les defenses del cos), de forma més especifica contra les
cel-lules malignes i menys sobre les sanes, i per tant tenen menys efectes
secundaris i, generalment, es toleren millor. Segons el mecanisme d’accié, n’hi
ha de dos tipus principals: els anticossos monoclonals i les petites molécules de
baix pes molecular. En el cancer colorectal s’utilitzen les primeres, per exemple
cetuximab, panitumumab o pevacizumab. De moment s’utilitzen en casos de

cancer colorectal metastasic.

Conceptes importants per la investigacio que Ss'esta duent a terme. Genética i
Epigenetica

Causes de I'aparicié de cel-lules tumorals:

Les cél-lules poden passar a ser canceroses quan hi ha:

e Mutacions en els gens Aquest procés és irreversible
Una mutacid es produeix per un canvi en la seqiiéncia de ’ADN que pot donar
lloc a la codificacié d’'un aminoacid diferent que afecti la funcié de la proteina
gue codifica.

e Alteracions de l'estructura de la cromatina (epigenética)> Aquest procés

podria ser reversible.

Mutacions als gens que modifiguen la cromatina poden afectar el control de

I’expressid genica i conseqlientment a la proliferacié i diferenciacio de la cél-lula.

En molts cancers es troben mutats alguns dels gens del complex SWI/SNF (BAF).
Moltes d’aquestes mutacions afecten el funcionament del complex i poden contribuir

al creixement tumoral.

Epigenetica

e L'Epigeneética és un pas més del que et déna la geneética. Un sol ovul fertilitzat

(el zigot) canvia a molts tipus de cel-lules, incloent-hi neurones, sang, etc., a
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mesura que continua la seva divisié per mitosi. Aixdo ho fa activant alguns gens
mentre n'inhibeix d'altres i és el procés de diferenciacié cel-lular. Aquest procés
és la base de I'estudi de I'epigenetica.

e Les cél-lules mare sén les produides per fusié d'un ovul i un espermatozoide aixi
com les produides en les primeres divisions del zigot. Aquestes cél-lules poden
esdevenir qualsevol tipus cel-lular sense excepcid. Sén les cel-lules primordials
no diferenciades i creen cel-lules diferenciades, és a dir, tenen [|'habilitat de
diferenciar-se en altres tipus cel-lulars. Aquesta habilitat els permet d'actuar
com a un sistema reparador per al cos, substituint altres cél-lules.

e L’epigenética contribueix a saber quins altres mecanismes hi ha per expressar

la diferenciacié d’un gen.
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7. ANNEX C - DIARI de LABORATORI

Avui ha sigut el primer dia que he anat al laboratori.

Primer m’han ensenyat tot |’edifici i on estava cada sala on podria necessitar anar, la
sala de cultius cel-lulars, el magatzem, la campana de PCR... M’han donat el material

imprescindible com les bates i els guants.

Com he dit anteriorment, per aquesta recerca els tractaments es fan en cicles de 21
dies. Per aquests cicles es fa un cultiu a partir de
cél-lules canceroses que provenen d’una linia
comercial d’adenocarcinoma de colon anomenada

HT-29.

Cada un del cicles consisteix en la preparacié de 4
tractaments per després deixar-les reproduir i
poder observar i analitzar els resultats al final del

cicle.

Just avui ha comencat un cicle de 21 dies de cultiu

de cel-lules canceroses. Figura 7-1 Plaques de petri de 15cm de
diametre. Amb ceél-lules i medi

Comengarem amb 35 plaques i a cada placa hi
hauran 12 milions de cel-lules. Utilitzem plaques de petri de 15cm de diametre i, a part

de les cél-lules, hi posem 20ml de medi.

Primer hem anat a la sala de cultius
cel-lulars, abans d’entrar-hi ens hem
posat la bata especial i els guants. Com
que les plagues de petri de 15
centimetres amb les cel-lules ja s’havien
posat anteriorment a lincubador de

37°C, avui només hem de canviar el

/1
Figura 7-2 Campana de la sala de cultius
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medi de cada placa de cél-lules ja enganxades. Agafem la placa de cél-lules de
I'incubador i la posem a dins de la campana de la sala de cultius. A dins obrim poc la
placa per evitar contaminacid i amb una punta de vidre (pipetes Pasteur) i el sistema
de vuit traiem el medi. Després llencem aquest punta i agafem una pipeta i amb I'ajuda

del pipet (o pi-pumb) li afegim 20ml del medi nou.

El medi que li posem es diu McCoy’s, ens ve en un pot de 500ml. | a més a més sempre

li afegim 50ml de FBS i 5ml de AntiAnti.

L'FBS és Fetal Bovine Serum, és a dir, conté tots els nutrients que necessiten les
nostres cél-lules per créixer, ja que esta ple de proteines. L'Anti-Anti és antibiotic
(penicil-lina i estreptomicina) i antimicotic, i I'Gnic que fa és que preveu |'aparicio i

contaminacio de les nostres ceél-lules per bactéries i/o fongs.

Avui comencem el cicle, el que hem
de fer avui és posar 12 milions de
cél-lules a cada placa, amb tots els
tipus de plaques que tindrem. Les
diferents plagues amb les drogues
(quimioterapia) FUOX i FUIRI i amb
dilucions de 1/48, 1/75 i 1/100. (la

Amb cél-lules i medi a dins

segona i aquesta més que la tercera)
Ho farem amb 3 tipus de cel-lules:

« Ceél-lules no infectades (cel-lules control-> @)
« Ceél-lules infectades a I'1%

. Cel-lules infectades al 8%

Parlem de cel-lules infectades perque estan infectades amb la llibreria de shRNAs.
Dintre de les ceél-lules infectades hi han les no tractades amb quimioterapia, les

tractades amb FUOX i les tractades amb FUIRI. A part, tenim les cél-lules no infectades
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amb la llibreria, de les quals també tindrem aquestes 3 condicions (no tractades,

tractades amb FUOX i tractades amb FUIRI.

Primer de tot hem de fer alguns calculs per saber quantes plaques de cél-lules

necessitem.

Si volem sembrar 12-10¢cél-lules a cada placa necessitarem:

0% M continua al cicle )

1/48
1% I continua al cicle FUOX 35 p|aques g
- 1/75 : 15cm diametre
o, MEENNN continua al cicle FUIRI
% e—racs 1/100

Figura 7-4 Esquema del total de plaques que necessitem

La seglient qliestié que hem de resoldre és quantes cel-lules necessitem en total:

. Cél-lules control = 12-10° x 8 plaques (més una placa extra) = 96-10° cel-lules +
160 ml McCoy’s
« Céllules a '1% i 8% —> 12-10° x 15 plaques (més una placa extra) = 180-10°

cél-lules + 300 ml McCoy’s

A la sala de cultius primer de tot hem
agafat les mateixes plaques que ahir i
hem tret el medi de les céel-lules amb
les puntes de vidre i el sistema de
buit. A continuacié, a cada placa hi

hem posat PBS (Phosphate Buffered

Saline — Tamp¢ Fosfat Sali), substancia Figura 7-5 Dins de la campana. Treient el medi amb el sistema
. . . de buit
que retira tot el medi que pugui haver

quedat. El posem amb una pipeta de 25ml, el deixem uns segons i el traiem amb una

punta de vidre i el sistema de buit.
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Després hi hem posat tripsina diluida

anteriorment amb PBS amb una pipeta i I’hem

deixat incubant cinc minuts a 372C perqué aixi les

cel-lules es desenganxin de la placa.

La tripsina l'utilitzem perquée és un enzim que
trenca els enllagos amb les proteines mitjangant
hidrolisi. En els cultius cel-lulars ens serveix per
desenganxar les cel-lules de la placa, que és on

creixen, i tenir-les en suspensié per poder-les

2 Eand
A - 3

treure. Figura 7-6 Incubador de 37 graus a la sala de

cultius

Després hem agafat les cel-lules ja desenganxades
amb tripsina. Ho agafem amb una punta i una pipeta. Les hem posat en els tubs de

medi, preparats anteriorment, per inactivar la tripsina.

Necessitem inactivar la tripsina perqué si les cél-lules estan amb tripsina molta estona

s’acaben fent malbé.

Ho hem distribuit amb una pipeta en diferents tubs i els hem centrifugat a 1200rpm

durant 5 minuts perqué totes les ceél-lules quedin concentrades al fons del tub en

forma de pellet.

A continuacié hem tret el sobrenedat (medi) del tub, amb una punta de vidre i els

sistema de buit, i ens hem quedat amb el pellet (cél-lules).

Tot aquest procés ho fem amb cada placa, és a dir, necessitarem 35 tubs.

Ara posem 10uL de medi amb el pellet

i hi afegim 10uL de TrypanBlue.

El TrypanBlue és una substancia que
tenyeix les cel-lules i aixi es poden

comptar al laboratori. S’ha de vigilar

Figura 7-7 Microscopis electronics de la sala de cultius
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molt perque és toxic.

Després hem observat les cel-lules al microscopi
electronic de la sala de cultius i hem contat les

cel-lules amb la camera Neubauer.

La camera de Neubauer és un instrument que es
tracta de dos vidres, on entre aquest dos es posa
una quantitat de mostra de cel-lules amb

TrypanBlue. Si es porta al microscopi, podem

comptar les cél-lules gracies a una quadricula. Figura 7-8 Incubador de 37 graus de la sala de
cultius

Quan ja les hem comptat, podem fer la proporcio:

n? cél-lules - cél-lules que comptes - Vresuspes - 2 - 10

A continuacié hem fet calculs per saber quanta quantitat necessitarem de cél-lules i de
medi, i hem tornat a distribuir la barreja en diferents plagues. Necessitem 12 milions
de cél-lules per placa. De cada tub que teniem, hem posat el medi que feia falta i hem
distribuit 20 ml a cada placa nova amb una pipeta i el pi-pumb. Totes les plaques
estaven empaquetades i eren esterils. Cada cop que feiem una placa, la retolavem, per
després saber quina era, i la posavem a lI'incubador de 372C, dins de la mateixa sala de

cultius.

Finalment posem totes les plaques a incubar 24 hores a 372C i deixem que les cél-lules

es tornin a enganxar a la base de la placa i que s’alimentin amb el medi.
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Avui és el dia de tractar amb les drogues les cél-lules. Primer hem de preparar el FUOX

i el FUIRI. Hem fet els calculs per saber quina quantitat de medi nou necessitem.

1/48 — 110 ml/48 = 2,292ml «stock» + 107,708ml McCoy’s

Vf =20ml x 5 plaques = 100ml —> 110ml

1/75 — 110 ml/75 = 1,467ml «stock» + 108,533ml McCoy’s
330 mi

Vf =20ml x 5 plaques = 100ml —> 110ml

1/100 — 110 ml/100 = 1,1ml «stock» + 108,9ml McCoy’s

Vf = 20ml x 5 plaques = 100ml — 110ml

En total necessitarem 330ml de medi nou.Després hem fet els calculs per saber quina

guantitat de droga hem de posar en el medi nou.

Stock solutions mare = Vf: 5,3ml

5-FU 38,4uM - Vi = 10uM - 5,3ml = vi= 1,379ml
OXA 12,6uM - Vi = 2uM - 5,3ml = Vi = 841ml
SN-38 50nM - Vi = 5,5uM - 5,3ml = Vi = 583ml

Aguest calculs ens indiquen quants ml necessitem de cada droga per fer el tractament.

Dilucié de droga

5-FU i‘:r = 3ml
384,4mM — " — - 38 4dmM ———
[IRIS 2 Tl Hall '-ll'.!' + ||'.'.'_|I_:I:'
» 38,84mM —— = —— 5 384, 4uM ——— L 38, 44 M
OXA Ve = 1ml
lE.f’wr:-‘-f,l"—'L. -126mM——
2ul+18ulH:0 15uL+135ulH,0
= 126uM 0,12, 6uM
LODpL+900puLMcCoy s
SN-38 V; = BOOul
SmM —— e 500uM /20 . 5(1;;,’;{# )
Lpl+oulH-0 1L+ 9L s El+18uLH, 0
S 5uM——% L 500nM -~ — = 50nM
10uL+90ulH, 0 BOuL+T720plMcCoy’s
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Hem fet totes les dilucions a dins de
la campana de la sala de cultius fins a
arribar a la proporcié desitjada. Ho
hem fet tota I'estona amb diferents
pipetes per posar exactament el que
necessitavem, cada cop que canviem

de droga o toquem alguna cosa que

no sigui el liquid amb la punta, hem

de canviar la punta.

Quan ja hem tingut les drogues amb
la quantitat que haviem calculat, hi
afegim el medi que necessitem.
Després traiem el medi que hi ha
actualment a les plaques amb les

puntes de vidre i el sistema de buit i

finalment posem 20ml| de medi amb

la droga a cada placa.

Figura 7-9 Material de dins la campana. Plaques, tubs, PBS,

medi, puntes, pipeta, kitasato...

Figura 7-10 Plaques de petri de 15cm

Un cop acabat aquest procés d'incorporacid de drogues hem obtingut:

. 5 plaques control

. 5plagues de FUOX 1/48
. 5plagques de FUOX 1/75
. 5plagques de FUOX 1/100
. 5plaques de FUIRI 1/48

. 5plaques de FUIRI 1/75

. 5plaques de FUIRI 1/100

A cada conjunt de 5 plaques tenim:
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. 1 placasense llibreria
. 2 plagues amb llibreriaa I'1%

. 2 plagues amb llibreria al 8%

Per acabar, hem posat totes aquestes plaques a
I'incubador de la sala de cultius. Ho deixem tota
la nit perque les drogues vagin actuant sobre les

cel-lules.

Avui toca canviar el medi de les 35 plaques que
tenim. El medi en el que estan té les drogues i cal
canviar-lo perqué el tractament ha de ser només

d'un dia.

Primer preparem el nou medi, McCoy's, afegint-li Figura 7-11 Pot d'11 de medi McCoy's
un 1% d’AntiAnti i un 10% de FBS i després
agafem cada placa i li traiem el medi que hi ha amb les puntes de vidre i el sistema de

buit. A continuacié li posem 20ml del nou medi amb una pipeta i el pi-pumb.

Finalment deixem les plaques incubant a 37°C durant 72 hores, aixi deixem que es

recuperin del tractament amb drogues i que s’alimentin del medi nou.

Aguest dia 'anomenem de descans perqué no es fara cap accié sobre les cel-lules per

deixar-les que s’alimentin i creixin en el nou medi.

2n dia de descans.

Avui realitzem I'accié més extensa o el procés més llarg dins dels dies que es fan al

cicle.
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El que hem de fer és comptar les cél-lules d'una placa de cada condicid, per veure la
mortalitat i calcular quina proporcié de cél-lules necessitem agafar, de cada tipus de
placa, per sembrar-ne una de nova amb 12.000.000 de cél-lules i continuar amb
I’experiment. A més a més hem de reservar una placa de cada tipus per tenyir-les amb
DiOC i DAPI i portar-les a FACS, on faran un estudi de viabilitat amb exactitud i

generaran un informe.

El DIOC és un colorant que tenyeix les cel-lules vives i el DAPI tenyeix les cél-lules

mortes.

Hem de tenir em compte que tenim plaques amb condicions repetides i per aquestes

només cal fer el calcul d'una de les plaques. De cada 7 grups de 5 plaques tenim:

. 1 placasense llibreria
. 2 plagues amb llibreriaa I'1%
. 2 plagues amb llibreria al 8%
per tant, de les 35 plaques en tenim 14 amb condicions repetides i només cal

que comptem les cel-lules de 21 plaques.

Agafem una placa de cada tipus i comptem quantes cel-lules hi ha en una mostra amb
la camera Neubauer. Els resultats de comptar les cel-lules a les 21 plaques amb

condicions diferents:

Tractament Dilucié cel-lules (camera | cél-lules . TOTALS
(library) NewBauer) (x7,5mlx2,10%)
s 0% 421 63,15x10°
tr:z;;em 1% 332 49,80x10°
8% 419 63,15x10°
0% 222 33,30x10°
FUOX 1/48 1% 148 22,20x10°
8% 200 30,00x10°
0% 274 41,10x10°
FUOX 1/75 1% 259 38,85x10°
8% 264 39,60x10°
0% 330 49,50x10°
FUOX 1/100 1% 340 51,00x10°
8% 312 46,80x10°
0% 261 39,15x10°
FUIRI 1/48 1% 213 22,20x10°
8% 178 26,70x10°
0% 312 46,80x10°
FUIRI 1/75 1% 252 37,80x10°
8% 268 40,20x10°
0% 393 58,95x10°
FUIRI 1/100 1% 311 46,65x10°
8% 293 43,95x10°
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Amb aquests calculs podem saber la mortalitat de cada condicio:

Dilucié Tractament | Infeccid Mortalitat (%)
Sense infectar 76
FUOX 1% infectat 86
8% infectat 77
1/48 Sense infectar 81
FUIRI 1% infectat 90
8% infectat 86
Sense infectar 60
FUOX 1% infectat 77
8% infectat 69
1175 Sense infectar 67
FUIRI 1% infectat 72
8% infectat 55
Sense infectar 34
FUOX 1% infectat 55
8% infectat 37
1/100 Sense infectar 33
FUIRI 1% infectat 44
8% infectat 42

A continuacio, com que sabem el total de cél-lules que hi ha a cada placa, podem
calcular quina proporcid i quina quantitat n'hem d'agafar per deixar-ne només

12.000.000, el nombre de cel-lules que hem de sembrar de cada placa:

Tractament D.IIUCIO Cél-lules + medi
(library)

0% | 1,425mL + 18,575mLMcCoy's
1% | 3,614mL + 36,398mLMcCoy's
8% | 2,864mL + 37,136mLMcCoy's
0% | 2,703mL + 17,297mLMcCoy's
FUOX 1/48 1% | 7,5mL + 32,5mLMcCoy's

8% | 6mL + 34mLMcCoy's

0% [ 2,19mL + 17,81mLMcCoy's
FUOX 1/75 1% | 4,633mL + 35,367mLMcCoy's
8% | 4,545mL + 35,455mLMcCoy's
0% | 1,818mL + 18,182mLMcCoy's
FUOX 1/100 1% | 3,259mL + 36,471mLMcCoy's
8% | 3,846mL + 36,154mLMcCoy's
0% | 2,229mL + 17,701mLMcCoy's
FUIRI 1/48 1% | 5,634mL + 34,366mLMcCoy's
8% | 6,742mL + 33,258mLMcCoy's
0% | 1,923mL + 18,077mLMcCoy's
FUIRI 1/75 1% | 4,762mL + 35,238mLMcCoy's
8% | 4,478mL + 35,522mLMcCoy's
0% | 1,527mL + 18,473mLMcCoy's
FUIRI 1/100 1% | 3,859mL + 36,141mLMcCoy's
8% | 4,096mL + 35,904mLMcCoy's

Sense
tractament

Agafem el volum de cél-lules calculat de cada placa i les sembrem a les noves plaques
ja esterils. Posem 20ml de medi amb 12 milions de cél-lules a cada placa nova. Cada
placa la retolem per saber quina és. Finalment per cada grup de FUOX i FUIRI de 1/48,
1/75i1/100 ens queda:
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. Dela placa control:
o 1placaamb 12 - 10° en 20ml
. Delaplacadel'1%:

o 2 plaques amb 24 - 106 en 40ml i posem 20ml a cada placa (repetim les
plagues amb la mateixa condicié per portar les repetides al FACS
després del proper tractament)

. De la placa del 8%:

o 2 plaques amb 24 - 106 en 40ml i posem 20ml a cada placa (repetim les

plagues amb la mateixa condicié per portar les repetides al FACS

després del proper tractament)

Per altra banda, les plaques repetides, les altres
dues plagues que ens queden de I'1% i el 8%, les

portem a FACS (Unitat de Citometria). Les portem

a FACS per saber quina proporcido de cel-lules
estan vives, quines mortes i quines estan en
procés de morir-se. Aixi sabrem si la droga esta
actuant com volem o no. Aquests cultius de les
plagues que s'envien a FACS deixen de formar
part de l'experiment ja que les cél-lules es

malmeten, el que passa és que al FACS hem

d’obrir els tubs per passar les mostres en un figura 7-12 Centrifuga de la sala de cultius
ambient no esteril, aixi que les cél-lules es poden contaminar i no les podem tornar a

entrar en un ambient esteril com la sala de cultius.

Passos que fem a cada placa que enviem al FACS:

1. Traiem el medi de la placa. Aquest medi que hi havia a la placa es guarda
perque hi han les cél-lules mortes.

2. Posem tripsina a la placa de cel-lules, la deixem incubant 5 minuts, extraiem les
cél-lules amb una pipeta i una punta, les posen en un tub on préviament hi hem

posat més medi fresc perqué aixi es desactivi la tripsina i ho centrifuguem.
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3. En el tub centrifugat queda separat el pellet de cél-lules (vives i mortes) i el

medi. Traiem el medi amb el sistema de buit. Resuspenem el pellet (les

cél-lules) en 1ml de PBS.

4. Afegim 5uL (concentrat a 10uM) de DiOC (substancia que tenyeix les cel-lules

vives) i les incubem durant 30 minuts a 37°C

5. Hotornem a centrifugar i ho rentem en 1ml de PBS

6. Ho centrifuguem un cop més, ho resuspenem en 1ml de PBS + DAPI (3uM)

(substancia que tenyeix les cél-lules mortes) i ho incubem 15 minuts a RT (room

temperature) a les fosques, perqué el DAPI és sensible a la llum.

7. Ho portem al citometre per tal de calcular el percentatge de cél-lules vives,

cél-lules mortes i cel-lules en procés.

A partir d'ara repetirem 3 vegades més el mateix que hem fet els ultims 5 dies.

Avui hem fet el mateix que el 2n dia del cicle (27/7/2018). Hem d'incorporar drogues

als cultius per segona vegada. Primer hem preparat 2 pots de medi amb AntiAnti i FBS.

Després hem agafat els calculs del dia 27/6/2018 i hem tornat a fer les dissolucions per

aconseguir la quantitat que volem.

Hem anat a la sala de cultius i hem fet dilucions fins que hem tingut la proporcid de

droga que necessitavem i I'hem posat el medi nou.

5-FU s = 3ml = 3000pl
184, 4mM —— 3, 44mM
, . 1
OXA Ve = 1ml
{7 M A _ - )
M » 12, 6uM
SN-38 Ve = 800w
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Quan tenim totes les proporcions correctes en els “flasks” de 75ml repartim cada una a
la seva placa, de 1/48, 1/75 i 1/100. Hem tret el medi antic que hi havia de cada placa
amb les puntes de vidre i el sistema de buit. A continuacié hem posat 20ml de medi

amb la droga, cadascuna a la seva placa corresponent amb la pipeta i I'ajuda del pipet.

Figura 7-13 A la campana de cultius. Posant el medi a les plaques amb I'ajuda d'una pipeta.

Fem el mateix pel FUOX i pel FUIRI.

5-FU Ve =8ml
o 1/10 e 1/10
384 4mM x— - 38, 44mM ——— =
LSUL+135uLH:0 110 L+99ULH O
1/10 1/10
.= 3,84mM ——— 384, 4uM — —— — 38, 44uM
GOuL+B10pLH, O BOOpL+7, 2ulMcCoy's
OXA Vi = 2,6ml
' 1/10 1/10
_ ¥ _
12,6mM Apl+36uLH; 0 1,26mM A0uL+2T0uLH, 0
- 1/10 .
.= 126uM — 12 M
K Ze0pL+234uLMeCoy's 6l
SN-38 Ve = 1,9ml
1/10 1/10 1/10
smM — =500 ——— = 50 ———— = -
Ll +9ulHz 0 1pL+9ulH Al +27ulHz 0
1/10 1/10
o —* SuM = 500nM 1 — 50nM

22pL+198ulLH, 0 Q0ul+1.71miMeCoy's

Finalment deixem les 35 plaques tractades a I'incubador a 37°C durant 24 hores.

3 de juliol (dia 8 del cicle)

Avui hem de canviar el medi a totes les plaques per eliminar totes les drogues, tal i
com ho vam fer el dia 3 del cicle. Fem el mateix procés que sempre, traiem el medi
antic amb les puntes de vidre i el sistema de buit. Li posem el medi nou amb AntiAnti i

FBS utilitzant la pipeta.
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Finalment deixem que les cel-lules es recuperin i

s’alimentin del medi nou durant 72h a l'incubador

a 37°C.

Tornem a fer dia de descans on no es fara cap

accié sobre les cel-lules per deixar-les que

s’alimentin i creixin en el nou medi.

2n dia de descans del 2n tractament.

Figura 7-14 Pot d'1L de McCoy's

Avui haviem de fer el mateix procés que el dia 1 de juliol (dia 6 del cicle) Es el procés

de re-sembrar les 35 plaques amb 12.000.000 de cel-lules cadascuna i enviar les

plagues amb condicions repetides al FACS.

Figura 7-15 Plaques de petri de 15cm amb cél-lules i medi

Hem anat a la sala de cultius. El que
hem de fer és comptar les cel-lules
vives d'una placa de cada condicié (21
de diferents), amb la camera de
Neubauer i el TrypanBlue, per saber la
mortalitat i poder calcular quantes
cél-lules necessitem agafar per
sembrar la quantitat correcte i poder

continuar I'experiment.

Per altra banda, les plaques repetides es tenyiran amb DiOC i DAPI per després portar-

les a FACS.
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Després de comptar tenim la seglient taula mortalitat del tractament 2:

Dilucié | Tractament | Infeccio Mortalitat (%)
Sense infectar 47
FUOX 1.5% infectat 55
8% infectat 52
1/48 Sense infectar 38
FUIRI 1% infectat 36
8% infectat 57
Sense infectar 35
FUOX 1% infectat 22
8% infectat 37
175 Sense infectar 26
FUIRI 1% infectat 24
8% infectat 36
Sense infectar 22
FUOX 1% infectat 0
8% infectat 26
1/100 Sense infectar 7
FUIRI 1% infectat 6
8% infectat 30

Hem vist que havien mort molta quantitat de cél-lules.

Malauradament, a les plaques de 1/48 i 1/75 tant de FUOX com FUIRI, hi havia una
proporcié de ceél-lules mortes massa gran. Per aquesta rad, les hem hagut de llencar i
retirar de I'experiment perqué la setmana que ve haurien mort totes i aguest no és
I'objectiu d’aquest experiment, sind aconseguir una mortalitat final de només el 20%

de cél-lules.

Davant d'aquesta incidencia inesperada, es decideix canviar la dilucié de la droga i aixi

aconseguir menys mortalitat. Les decisions son:

1) Continuar I'experiment només amb les dilucions de drogues menys agressives,
d'1/100 i d'una nova dilucié, 1/150.

2) Ressembrar les plaques amb dissolucié 1/100 en 3 plaques diferents. Una anira
a FACS, una altra es tractara amb dilucié 1/100 un altre cop i 'altra es tractara
amb dilucié 1/150 perqué aixi sera menys agressiu i ens moriran menys

cel-lules.
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Aleshores hem repartit totes les cél-lules en diferents plaques de 15cm de diametre i

ens hem quedat amb:

e 5 plaques 1/100 FUOX > 15 plaques amb 10-12 milions de cél-lules
e 5 plaques 1/100 FUIRI > 15 plaques amb 10-12 milions de cél-lules
e 5 plaques sense tractament > 5 plaques amb 10-12 milions de cel-lules

Si seguim el calendari marcat, dema
els hi tocaria tractament de FUOX i
FUIRI, pero com que s’han mort
tantes cél-lules. A partir d’ara les
deixarem 2 dies més per a que es
recuperin alimentant-se bé del medi i

per a que s’enganxin bé a la placa.

Aixo vol dir que amb aquesta Figura 7-16 Plaques de petri de 15cm amb cél-lules i medi
modificacid I'experiment s’allargara

de 21 a 25 dies.

Per altra banda, hem separat les plaques de cél-lules que s’havien de portar al
citometre. Els hi hem tret el medi amb el sistema de buit i puntes de vidre, les hem
netejat amb PBS. A continuacié els hi hem posat 5mL de tripsina i les hem deixat 6
minuts a I'incubador. Després les hem
tret i amb la pipeta i una punta, hem
posat totes les cel-lules amb la tripsina
a un tub Falcon de 50mL. Hem
centrifugat els tubs i hem posat cada

pellet de cel-lules en un ependorff

diferent. Finalment les hem tenyit amb  Figura 7-17 A la campana de cultius. Utilitzant el sistema de
buit per treure el medi de les plaques

DiOCiamb DAPI.

Les hem portat al citometre.
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Després d'aixd ens hem trobat amb un
nou problema: haviem posat més
guantitat de DAPI perque el dia
anterior en vam posar poc, pero el
resultat és que avui ens hem passat.
Les celllules han quedat massa

tenyides. Aix0 ha provocat que al

citometre no es poguessin veure les

Figura 7-18 Tubs de 50mL amb cél-lules i medi. proporcions de cél-lules vives i mortes.

Incorporem un parell de dies de descans on no es fara cap accid sobre les cel-lules per

permetre la recuperacid, I'adhesié i el creixement de les cél-lules que van sobreviure.

Segon dia de descans que hem incorporat per la recuperacio de les cel-lules.

Avui toca el tractament de drogues
numero tres, perd tal i com vam
decidir el divendres passat, aquest

tractament sera menys agressiu,

perqué s’estaven morint moltes Figura 7-19 A la campana de cultius. Posant el medi a les
. L, . ., Pplagues amb l'ajuda de la pipeta i el pipet
cel-lules. Aixi doncs farem una dilucio

a 1/100ia 1/150.

Per fer aquest tractament farem el mateix procediment que en els altres dos cops.

Aqui hi ha els calculs:

1/100 — 130 ml/100 = 13ml «stock» + 117ml McCoy’s

Vf = 20ml x 6 plaques = 120ml — 130ml

200ml

1/150 — 70 ml/150 = 467yl «stock» + 69,533ml McCoy’s

Vf =20ml x 3 plaques = 60ml —> 70ml
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Solucions mare:

5-FU 38,44uM - Vi = 10uM - 14,5 = vi= 3,772ml
OXA 12,6uM - Vi = 2uM - 14,5 = vi= 2,302ml
SN-38 50nM - Vi = 5,5uM - 14,5 = vi= 1,595ml

FUOX: 3,772ml 5-FU + 2,302m| OXA + 8,426ml McCoy’s

FUIRI: 3,772ml 5-FU + 1,595ml SN-38 + 9,133ml McCoy’s

Calcul drogues:

5-FU Ve = 8ml
384, 4mM ——L0 38 4dmM —————
1L5uL+13 50Ul 0 11l +99ULH 0
.- 3.84mM —L" 384 4uM ——L 38 44uM
SOUL+BI0MLH 0 BOQuL+7.2uLMcCoy' s
OXA Vp = 2,6ml
12,6mM —22  126mM—22
dul+36ulH 0 F30pl+270uLH, 0
= 1260uM 1/10 = 13
’ 126uM 260pl+234uLMeCoy’s 12,6puM
SN-38 V; = 1,9ml
SmM —L2 L 500uM —L — s sopM ——L0
Ll +0p L H o 1pL4+9ulH: 0 Fpul+27uLHz 0
Lo M — L 500nM —— L 50nM
22pL+198ulLH, 0 190pl+1.71mLMcCoy's

Primer hem fet totes les dilucions a la sala de cultius. Quan hem arribat a la dilucio
desitjada I'hem incorporada a cada placa

corresponent.

Finalment hem deixat totes les plaques a
I'incubador de 372C durant 24 hores per tal que

les drogues actuin.

Avui toca el canvi de medi de totes les plaques

per acabar de treure la droga. Utilitzem el

Figura 7-20 Pot d'1L de McCoy's

sistema de buit i les puntes de vidre per treure el

medi antic i posem el medi nou amb FBS i AntiAnti amb I'ajuda de la proveta.
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Deixem que les cel-lules es recuperin a I'incubador de 37°C durant 72 hores.

Tornem a fer dia de descans de després de I'inici del 3r tractament on no es fara cap

accié sobre les cél-lules per deixar-les que s’alimentin i creixin en el nou medi.

2n dia de descans del 3r tractament.

Avui hem de comptar les cél-lules d’'una placa de cada condicid, amb la camera de
Neubauer i el TrypanBlue, per veure la viabilitat i calcular quina proporcié de cel-lules
hem de sembrar per continuar I'experiment. Les altres plagues, una de cada condicié,

les haurem de tenyir amb DiOC i DAPI per després portar-les al citometre.

Calculs de comptar les cel-lules:

cel-lules
Tractament | Dilucié (camera cél-lules TOTALS
(library) NewBauer) (x7,5mlx2,10%)
Sense 0% 314 47,10x102
tractament 1% 238 35,70x10
8% 275 41,25x10°
0% 154 23,00x10°
FUOX 1/100 1% 81 12,15x10°
8% 125 18,75x10°
0% 318 47,70x10°
FUOX 1/150 1% 254 38,10x10°
8% 279 41,85x10°
0% 83 1,66x10°
FUIRI 1/100 1% 111 16,65x10°
8% 101 15,15x10°
0% 474 71,10x10°
FUIRI 1/150 1% 330 49 50x10°
8% 377 56,55x10°
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En teoria, només hauriem de
sembrar una placa de cada condicio
amb 12 milions de cel-lules a cada
una perque la setmana que ve ja és
I’Gltim tractament. Pero igualment
sembrarem 2 plaques de cada

condicié per si volem provar una

concentracio diferent de droga. Ho

farem aixi per totes les plaques

Figura 7-21 Plaques de petri de 15cm amb cél-lules i medi

menys a la condicié FUIRI 1/100 sense tractament, hem tingut un petit accident i hem

perdut part de la mostra, només ens queden cel-lules per poder sembrar una placa.

A més a més, sembrarem una placa de manteniment per cada condici6 amb 1,5

milions de cél-lules per fer un altre petit experiment la setmana que ve.

Calculs de quantes cél-lules hem de sembrar:

Tractament

Dilucié (library)

Cél-lules + medi

0% | 3,82mL + 36,18mLMcCoy's

Sense

1% | 5,04mL + 34,958mLMcCoy's

tractament

8% | 4,36mL + 35,64mLMcCoy's

0%

FUOX 1/100

1% | sembrem totes les cél-lules

8%

0% | 3,77mL + 36,23mLMcCoy's

FUOX 1/150

1% [ 4,72mL + 35,28mLMcCoy's

8% [ 4,3mL + 35,7mLMcCoy's

0%

FUIRI 1/100

1% | sembrem totes les cél-lules

8%

0% | 2,532mL + 37,468mLMcCoy's

FUIRI 1/150

1% | 3,636mL + 36,364mLMcCoy's

8% | 3,183mL + 36,817mLMcCoy's

Percentatges de mortalitat:

Dilucié | Tractament | Infeccio Mortalitat (%)
Sense infectar 49
FUOX 1% infectat 34
11100 8% infe.ctat 45
Sense infectar -
FUIRI 1% infectat 47
8% infectat 37
Sense infectar
1/150 FUOX 1% infectat 100
8% infectat
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Dilucié | Tractament | Infeccid Mortalitat (%)
Sense infectar
FUIRI 1% infectat
8% infectat

Les plaques sembrades de nou les deixarem amb medi nou a lI'incubador de 37°C

durant 72 hores perque s’enganxin bé a la placa.

Per altra banda, les plagues que han
d’anar a FACS, els hi hem posat 5mL
de tripsina a cada placa amb una
pipeta i hem deixat les plaques a
I'incubador 6 minuts perque la

tripsina faci la seva funcid.

Quan les célllules ja estan

desenganxades de la placa, podem Figura 7-22 Tubs de 15mL amb cél-lules i medi

agafar-les amb la pipeta i una punta i

les posem amb tubs Falcon de 50mL. Hi posem medi a cada tub i els centrifuguem
perque totes les cel-lules quedin concentrades a baix. Després amb una punta i el
sistema de buit, agafem tot el medi i ens quedem només amb el pellet, on trobem les

cel-lules vives i mortes.

Seguidament amb una punta i una pipeta passem tot aquest pellet a un ependorff i alla

els tenyim amb DiOC i DAPI.

Finalment ho portem al citometre i haurem d’esperar als resultats.

Tornem a incorporar un parell de dies de descans on no es fara cap accié sobre les
cél-lules per permetre la recuperacio, I'adhesid i el creixement de les cél-lules que van

sobreviure.

2n dia de descans que hem incorporat per la recuperacié de les cél-lules.
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Avui toca tractar les cél-lules amb les drogues. Es el 4t i Gltim tractament amb drogues.

Primer hem fet els calculs i després hem anat a cultius cel-lulars.

Aqui hem fet les dissolucions de les drogues:

Per fer el tractament farem el mateix procediment que en els altres dos cops. Aqui hi

ha els calculs:

1/100 — 125 ml/100 = 1,25ml «stock» + 123,75ml McCoy’s

Vf =20ml x 6 plaques = 120ml — 125ml

1/150 — 125 ml/150 = 833l «stock» + 124,16ml McCoy’s

Vf = 20ml x 6 plaques = 120ml — 125ml

250ml

Solucions mare = Vf: 2,5ml

5-FU 38,44uM - Vi = 10uM - 2,5 => Vi = 650yl
OXA 12,6uM - Vi = 2uM - 2,5 = Vi = 3974l
SN-38 50nM - Vi = 5,5uM - 2,5 => Vi = 275yl

FUOX: 650ul 5-FU + 397ul OXA + 1,453ml| McCoy’s

FUIRI: 650pl 5-FU + 275pl SN-38 + 1,575m| McCoy'’s

Aix0 ens servira per saber quin volum final necessitarem. En el cas del 5-FU en

necessitem el doble.

Sempre posem una mica més del volum final per si hi hagués algun error de pipeteig.
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A continuacié calculem la dilucié de les drogues i ho fem a la sala de cultius:

5-FU | Vp=15ml
1/10 — 38,44mM 110
Ll +9u L0 3UL+ZTpLHL 0
.. = 3,84mM I8, 384,4uM

20pul+180puLH 0
OXA | Vy = 600p

1/10
12,6mM ——
1pl+9ulH, 0

.= 126uM

384, 4mM

1/10
150uL+1,35ulMcCoy's

- 38, 44uM

1/10

—= 1,26mM
Bul+72ulH;0

1/10

GOUL+S40pLMcCoy s — 12,6uM
1/10 - 500uM

1pl+oulHL 0 1pL+9uLHL 0

1/10
———— —+ 500nM
FuL+a3uLH:0

1,10 110
—)

50uM
1/10
S0ul+450mLMcCoy's

—_
1L5ul+13,5uLH, 0

— 20nM

.. — SuM

i

A cada placa li traiem el medi que
tenia amb el sistema de buit i hi

posem el medi nou amb la droga.

Aix0 ho fem a cada pIaca menys les Figura 7-23 Treballant a la campana e la sala de cultius

gue sén sense llibreria.

Finalment deixem les plaques incubant a 37°C durant 24 hores.

17 de juliol (dia 22 del cicle)

Avui toca fer canvi de medi.

Agafem les plaques diferents que tenim i el que hem de fer és treure'ls-hi el medi que
hi ha amb el sistema de buit i posar-hi medi nou preparat amb AntiAnti i FBS. A cada

placa li posem 20mL.
Ho deixem incubant a 37°C durant 24 hores.

18 de juliol (dia 23 del cicle)

Tornem a fer dia de descans de després del inici del 4t tractament on no es fara cap

accio sobre les cél-lules per deixar-les que s’alimentin i creixin en el nou medi.
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Com vam decidir el dia 13/7/2018, avui comengarem laltre petit experiment,

'anomenarem XTT.

En farem dos:

e 96 - Abans de comencar I'experiment, vam calcular quin era l'indicador per
mesurar |'eficacia de les tres drogues que fariem servir (5-FU, 'OXA i el SN-
38), anomenat IC50. Farem aquest experiment per veure si aquesta IC50 ha
variat o no perque ens hem trobat generalment amb molta mortalitat en

I’experiment.

e 6 - En aquest experiment volem saber si la mida de la placa en la que
treballem amb les cél-lules influeix en els resultats o no. Durant I'experiment
general vam estar treballant amb plagques de 15cm de diametre, ara volem
veure com es comporten les cel-lules amb les mateixes condicions pero amb

plaques de 6cm de diametre. Ho farem durant una setmana.

Figura 7-24 3 plaques sense infectar + 3 plaques infectades a I'1%

(Aquest experiment es va comencar a fer en el
periode que vaig estar al laboratori, pero es

finalitzava molt més tard i no disposo de resultats)

Figura 7-25 3 plaques infectades al 8%

Avui comencem l'experiment 96. Farem servir unes
plagues petites que tenen 96 pous. Agafarem 3 plaques i posarem, a la primera,
cel-lules no infectades amb llibreria shRNA, a la segona cel-lules infectades amb

llibreriaa’1% i a la tercera cél-lules infectades al 8%. Una condicid per cada placa.
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Anem a la sala de cultius i agafem de l'incubador 3 plaques sembrades de

manteniment sense tractar, una sense llibreria (@), una de I'1% i una del 8%.

Els hem tret el medi, ho hem netejat amb PBS, els hem posat tripsina i les hem deixat
6 minuts incubant. Després hem aixecat les cél-lules de la placa amb la pipeta i les
hem posat a un medi nou en un Falcon de 15ml. Al posar-les en el medi, la tripsina

deixa d’actuar.

A continuacié hem repartit 1500 cél-lules/pou en 3

plaques de 96 pous (nosaltres en farem servir 64).

A cada pou hi posem 100pL.

Figura 7-27 Tub de 15mL amb cel-lules
Figura 7-26 Placa del tractament de 96 i medi

La placa de 96 (figura superior) la modelem en el seglient esquema:

=
SEREEE; < 0%
£|2|2|N[%|w x3 - »1% - llibreria
Cl=%) § Ol%
ClEl 19 |2 “ 8%
(%]
1.500 - x 70 pous = 105.000 cel-lules + 7ml McCoy's

Figura 7-28 Esquema de la la placa de tractament 96
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0% | 266 cel-lules x 8ml x 2.10* = 42,5.10° cél-lules > 20pl
1% | 180 céllules x 8ml x 2.10* = 28,8.10° cél-lules > 29yl
8% | 205 cel-lules x 8ml x 2.10* = 32,8.10° cel-lules > 26l

Per cada condicid, sembrem dues plaques de 15cm de manteniment extra amb 3-10°

cél-lules a cadascuna.

Posem cada condicid al pou indicat amb la pipeta i una punta de 100uL i marquem

totes les plaques.

Finalment deixem les noves plaques incubant a 379C.

19 de juliol (dia 24 del cicle)

2n dia de descans del 4t tractament del cicle.

Avui hem de continuar amb I'experiment XTT de 96. Primer hem anat a cultius per
fer el tractament de les 3 plaques. Hem seguit el mateix procediment que sempre.
Primer fem les dissolucions de la droga en el medi i després posem la quantitat

correcte a cada placa.

5-FU 38,4uM - Vi = 10uM - 5,2ml = Vi= 1,353ml + 3,847ml McCoy’s
OXA 12,6uM - Vi = 2uM - 5,2ml => Vi = 825ml + 4,375ml McCoy’s
SN-38 50nM - Vi = 5,5uM - 5,2ml => Vi = 572ml + 4,628ml McCoy’s

Aquest calculs ens indiquen quants ml necessitem de cada droga per fer el

tractament.
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5-FU | Ve = 16ml
[. _ 1/10 1/10
384,4mM Ll +9uLHa O — 38,44mM AUL+2THLH O
1/10 1/10
» = 3,84mM 20pL+180pLH; 0 — 3B4,4uM 1a0pL+1 44l McCoy's — 38, 441M
OXA Vp=1ml
' 1/10 1/10
12,6mM 2ul+18uLH- 0 — 1,26mM 15uL+135ulH 0
. 1/10 .
- > 126paM 100 L+900uLMeCoy s —12,6puM
SN-38 Ve = 700ul
1/10 1,/10 1/10
SmM 1pl+9ulHz 0 - SDD'HM 1pL+9uLH, 0 SD#M 2pLA+18uLH 0
Y1 1/10
- opuM 10pl+90ulH 0 — 500nM TOul+630mLMcCoy’s - 50nM

20 de juliol (dia 25 del cicle)

Avui és I'tltim dia del cicle.

Anem a cultius i treballem amb totes
les plaques per preparar-les i portar-
les a FACS. A continuacié hi posem
5ml de tripsina, amb una pipeta de
5ml, i les deixem incubant 6 minuts.

Un cop estan desenganxades de la
placa, amb una pipeta i una punta de
d’1mL les anem desenganxant.

Posem les cel-lules amb tripsina en un  rigura 7-29 Tubs de 15mL amb cél-lules i medi
tub on anteriorment hi hem posat

més medi nou. Al posar-ho amb el medi, la tripsina
deixa d’actuar.

Aix0 ho fem amb cada placa.

Agafem els tubs i els centrifuguem, com que tenim el
pellet de cél-lules a baix amb el sistema de buit i una
punta de vidre traiem el medi i ens quedem només
amb el pellet de cel-lules. Amb la pipeta i una punta de

1mL agafem totes les cél-lules i les posem en un

Figura 7-30 Tub de 15mL amb cél-lules i
medi. Es pot veure que un cop
centrifugat, el pellet de cel-lules queda
a baix del tub
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ependorff. Alla les tenyim amb DiOC i DAPI i les portem al citometre.

Figura 7-31 Mostres de cel-lules que aniran a FACS. Tenyides per DIOC i DAPI

Ara haurem d’esperar uns dies als resultats.

Avui en I'experiment XTT 96 hem de canviar el medi de les 3 plaques. Ho farem com

sempre, pero en aquest cas sera més complicat perque tenim 64 pous per cada placa.

Primer hem de treure el medi de cada pou. Vigilant no tocar cap altre cosa que no
sigui el medi perque sind haurem de canviar de punta de vidre, i cada cop que

canviem de condicié també haurem de canviar la punta.

Després posem el medi nou a cada pou amb la pipeta i una punta de 100pL.

Figura 7-32 Canviant el medi de les plaques de 96
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23 de juliol

Avui tenim els resultats de I'experiment XTT 96. Totes haurien de donar pel voltant de

50% de viabilitat.

Without library Library at 1.5% Library at 8.7%
] 100+
904
- s == - — - 104 —
E o £ 704
2 (= B0 g ooy §‘ : @ sFu
o oxa
3 0 sNas > ol 2 o g ru
3 3 Dsval F g )
8 8 3=
1 104
. v 0- v
£ & qu & & iﬁ’ & & 4§’

Figura 7-33 Resultats del XTT 96

Analisi de resultats:
@ - El 5-FU dona molt bé, pero I’OXA dona una mica per baix i el SN-38 una mica alt.

Aixo vol dir que el que s’ajusta més a la ICso préviament determinada és el 5-FU. En

canvi, I'OXA mata a més cél-lules i el SN-38 en mata a menys.
1% - Surt més o menys igual. L'OXA s’acosta al 40% i el SN-38 al 80%.

8% —> En aquest cas hi ha diferéncia entre 'OXA, ara dona aproximadament 65% de

viabilitat. El 5-FU déna 50% i el SN-38 aproximadament el 75% de viabilitat.

Conclusions:

No varia gaire del que es va calcular préviament en el laboratori i les diferéncies que hi
ha no expliquen la gran quantitat de mortalitat que ens vam trobar a les dilucions 1/48

1/75.
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8. ANNEX D - Resultats finals citometria = FACS

Els resultats que han arribat de la unitat de Citometria (FACS) sén els seglients:

Exp_DIiOC+DAPI_CIS/TAX

All Events

All Events

8 2
= El
M .
< 8- <
% gl (8}
oW w
. 0

Singlets

50 100 150 200 260 7~ 50 100 160
FSC-A x 1,000) SSC-H (x 1.000)

Cells Tube: Unftreated

E Population #Events %Parent %Total

[CJ Al Events 15,120 #1000

K M singlets 10,184 674 674

< Cells 10,000 982 661
o

e (] Dead Cells 743 T4 49

> [ Live cells 8,416 842 557

. [C] Apoptatic cells 794 7. 53

[] control gate 2,294 225 152

Specimen Name: 120818 CRC screening T1

g0’ 10 TR 10° | Tube Name: Untreated
B530-A
Population #Events %Parent
[[J Dead cells 743 7.4
[ Live Ceils 8,416 84.2
[C] apoptotic cells 794 7.9

Figura 8-1 Resultat FACS Sense tractament (T1)
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Figura 8-2 Resultat FACS tractament FUOX (T1)
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Figura 8-3 Resultat FACS Tractament FUIRI (T1)
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Figura 8-4 Resultat FACS Sense tractament (T2)
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Figura 8-5 Resultat FACS Tractament FUOX (T2)
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Figura 8-6 Resultat FACS Tractament FUIRI (T2)
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Figura 8-7 Resultat FACS Sense tractament (T3)
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Figura 8-8 Resultat FACS Tractament FUOX (T3)
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8-9 Resultat FACS Tractament FUIRI (T3)
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Figura 8-10 Resultat FACS Sense tractament + sense infeccio
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Figura 8-11 Resultat FACS Tractament FUOX+ sense infeccio
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Figura 8-12 Resultat FACS Tractament FUIRI+ sense infeccio
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Figura 8-13 Resultat FACS Sense tractament + infeccio 8%
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Figura 8-14 Resultat FACS Tractament FUOX + infeccio 8%
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Figura 8-15 Resultat FACS Tractament FUIRI + infeccio 8%
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