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OBJECTIUS

1. Determinar si e mecanisme d'accié antitumora en carcinoma de colon huma dels
compostos inhibidors de COX-2 és dependent o independent de lainhibicié de COX-2.
D’una banda, sanditza s la capacitat inhibidora de COX-2 correlaciona amb
I’activitat antitumoral dels compostos i, d altra banda, s els nivells d activitat de

I’enzim determinen la sensibilitat de les cdl lules als inhibidors.

2. Andlitzar e mecanisme d'acci6 in vitro del celecoxib en cél-lules de carcinoma de
colon, determinant les principals vies de transduccié de senyal implicades en la

resposta al farmac.

3. Avauar I’ efecte antitumoral in vivo del celecoxib en models de xenotransplantament
en ratolins atimics, comparant la resposta al farmac i € mecanisme d’ accié entre els

models d’implantaci6 subcutaniai ortotopica.

4. Desenvolupar nous compostos antitumorals d’ estructura quimica relacionada amb €l

celecoxib que siguin més efectiusi tinguin el mateix mecanisme d accié in vitro.
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1. EXPERIMENTSIN VITRO

1.1 CULTIUSCEL.LULARS

1.1.1 Liniescd-lulars

En aquest estudi hem utilitzat les seglients linies cel -lulars:

TD20 i NC59: linies cel-lulars derivades de tumors de colon humans. Aquestes linies
es van establir en el nostre laboratori a partir de tumors de pacients de I'Hospital de
Sant Pau que es varen xenotrasplantar ortotopicament en ratolins atimics. La linia
TD20 té & gen p53 mutat i la NC59 no té mutacions en aquest gen.

HT29: linia cel-lular derivada d’un tumor de colon huma obtinguda de la col -leccié de
I’ATCC. Aquesta liniaté els gens p53 i Apc mutats.

HCAY7: linia cel-lular derivada d’un tumor de colon huma cedida per la Dra. Susan
Kirkland (Roya Postgraduated Medical School, Hammersmith Hospital). Aquesta linia
té e gen p53 mutat i inestabilitat de microsatd .lits (Abdel-Rahman et al., 2001).

PC3 : linia cel-lular derivada d’una metastasi 0ssia d'un adenocarcinoma de prostata
huma. Obtinguda de la colecci6 de I' ATCC.

Totes les linies les hem cultivat en un incubador humificat a 37°C i 5% de CO, mantenint
sempre els cultius subconfluents. Les cd-lules TD20, NC59 i HT29 les creixiem amb
medi DMEM, les HCA7 amb DMOD i les PC3 amb RPMI 1640. En tots els casos hem
suplementat e medi amb 10% FBS (Serum Fetal Bovi), 2mM Glutamina i antibiotics (50
unitats/ml penicilina/streptomicina). Tots el's reactius utilitzats en e cultiu de cél.lules son
de GIBCO BRL (Life Technologies).

1.1.2 Subcultiu de cél-lules

Abans de que les cél -lules arribessin a confluéncia les subcultivavem. Per aixo, tréiem el

medi del flascd i rentavem amb PBS, a continuacié afegiem tripsinaEDTA i incubavem
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uns minuts a 37°C fins que les cd-ules es desenganxaven de la placa o flasco.
Neutralitzavem la tripsina afegint medi amb serum i realitzavem la dilucié adient per al
subcultiu 0 experiment que voliem redlitzar.

1.1.3 Congdlaci6 i descongelacio de linies cal-lulars

Per a congelar stocks de cel-lules, canviavem el medi del flasco el dia anterior tenint en
compte que havia d'estar aproximadament a un 80% de confluéncia. A continuacio,
tripsinitzavem les cél-lulesi les centrifugavem a 2.000rpm durant 5 minuts. Ressuspeniem
el pellet en 2ml de FBS amb 10%DMSO i incubavem 30 minuts en gel. Posavem 1ml en
cadacriotub i congelavem a —40°C durant 4 hores i després tota la nit a—80°C. Finalment,
manteniem els stocks congelats en el tanc de nitrogen liquid.

Els vials es descongelaven en un bany estéril a 37°C, tan bon punt estaven descongelats
posavem la suspensio cel-lular en un tub amb medi de cultiu suplementat i centrifugavem
durant 5 minuts a 2.000rpm. Finament, ressuspeniem el pellet anb 15 ml de medi de

cultiu i sembravem les cél-lules en un flasco o placa.

1.1.4 Test deMicoplasma

Periodicament (1 cop a mes) reditzavem el test de micoplasma en totes les linies
cel-lulars per tal de controlar que no estiguessin contaminades. En cas de que alguna de les
linies donés positiu pel test descongelavem nous vias de I'stock. Per a redlitzar € test,
sembravem les céllules en una placa de 60mm on haviem posat previament un
cubreobjectes estéeril. Manteniem les cél-lules en cultiu amb medi sense cap antibiotic
durant un minim de tres dies. Per a comencar €l test, tréiem €l medi de cultiu de la placa i
féiem dos rentats amb PBS (1 minut). A continuacio, féiem un rentat d’1 minut amb PBS:
MetanolAcetic (1:1) i un altre rentat de 10 minuts amb MetanolAcétic (3:1). Rentavem
amb H,0 degtil-lada i félem la tincié amb colorant Hoescht diluit en PBS (50ng/ml) durant
30 minuts i a les fosques. Finalment, feiem un darrer rentat amb H0 i muntavem € cubre
amb medi FLUOPREP (Biomérieux). Observavem les preparacions amb € microscopi de
fluorescéncia amb el filtre DAPI. Si les cél-lules no estaven contaminades nomes véiem €l

nucli tenyit i tot e fons net. S les cél-lules estaven contaminades de micoplasma
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observavem, a més del nucli, uns petits punts a les vores de la membrana cdl-lular 0 en tot

el citoplasma que corresponen al’ ADN dels micoplasmes.

1.1.5 Cultiu de cél-lules en suspensid

Per tal de créixer les cél-lules en suspensiéo hem utilitzat plagues de cultiu préviament
recobertes amb poli(2-hidroxietil metacrilat) (polyHema, Sigma).

Preparavem una solucié al’ 1% de polyHema en etanol a 95%. Filtravem la solucié per
tal de mantenir-la estéril amb un filtre de 0,2mm. A continuaci6, afegiem un volum de
polyHema a la placa depenent del seu tamany: 5 ml per plagues de 100mm, 2,4 ml per
plagues de 60mm, 400m1/pou en plagues de 6 pous i 40m/pou en plaques de 96 pous.

Deixavem les plaques destapades a dins de la campana de cultius fins que |’ etanol
S hagués evaporat completament i afegiem un altre volum de polyHema. Un cop es tornés
aevaporar € polyHema, feiem dos rentats amb PBS i sembravem les céllules a la densitat
desitjada.

1.2 ANALISISDE LA VIABILITAT CEL.LULAR (XTT)

Per analitzar I’ efecte dels farmacs en les diferents linies cel-lulars hem utilitzat e kit de
Roche “Cell Proliferation Kitt 11 XTT”".

Aguest assaig es basa en € fet de que la sa de tetrazolium (XTT) només pot ser
metabolitzada per cél-lules viables (metabolicament actives) i transformar-se aixi en un
colorant de color taronja anomenat formazan. Aquest compost pot ser quantificat
espectrofotomeétricament amb un lector d’ ELISA a una longitud d’ ona entre 450-500nm.
Aixi, una disminucié en e nombre de cél-lules viables produida per I’ efecte del farmac,
correlaciona directament amb una disminucié en la quantitat de formazan format respecte a

les cél lules no tractades que detectavem com menor absorvancia a 450-500nm.

Protocol:
Tripsinitzavem les cd-ules i les centrifugavem durant 10 minuts a 2.000rpm.
Ressuspeniem el pellet amb medi filtrat i després de comptar la densitat cel-lular amb una

camara de Neubauer, preparavem una suspensio de cel-lules amb medi filtrat a una densitat



Materialsi Métodes

cel lular determinada que depenia de la linia cel -lular amb la que trebalavem i del temps
del’assaig . Sembravem 100m de la suspensié en cada pou en una placa de 96 pous . En la
segona fila de la placa hi posavem medi sol que ens servia per afer un blanc de medi i de
farmac. Incubavem la placa durant 24 hores a 37°C i 5%CO, per a deixar que les cdl-lules
Sadherissin. A continuacié, posavem en cada pou la concentracid de farmac que
corresponia. Incubavem les cél-lules amb el farmac durant 60 hores, en el casdels XTTs a
temps llargs , 0 durant 4 hores, en € cas dels XTTs a temps curts. A continuacio,
preparavem € reactiu d'XTT fent una mescla dels dos components seguint la seguent
proporcio:
5ml XTT labelling reagent + 100m Electron-coupling reagent
Afegiem 50 nl de la mescla per cada pou, incubavem durant 4 hores i mesuravem
I"absorvancia a 490nm en un lector d'ELISA. Finalment, calculavem el percentatge de
viabilitat cel-lular (respecte a les cdl-lules control) per a cada concentracié de farmac i
extrapolavem la ICsp de cada compost amb e programa Sigmaplot utilitzant |’ equacio
sigmoidal de Hill (3 parametres).

Per aredlitzar els XTTs en cél-lules en suspensio, € protocol que hem utilitzat és el
mateix pero tractant préeviament les plagues de 96 pous amb polyHema (40mi/pou).

Per aredlitzar els XTTs amb inhibidors especifics també hem seguit el mateix protocol
perd abans de posar € farmac hem tractat les cél-lules durant un temps determinat amb

I"inhibidor i, a continuaci6, hem afegit el farmac. Els inhibidors que hem utilitzat son:

ZVADfmk (Calbiochem) : Inhibidor de pan-caspasses. Hem tractat les cel-lules durant
1 horaamb 1,5i 10nM zVADfmk abans de posar € farmac.

PP2 (Calbiochem) : Inhibidor especific de Src. Hem tractat les cdl-lules durant ¥2 hora
amb 10 "M i 30nmM PP2.

WORTMANIN (Calbiochem): Inhibidor de PI3K. Hem tractat les cél-lules durant 1 h
amb 0.1nM i 0.5mM Wortmannin.



Materialsi Métodes

1.3 MESURA DE L’ACTIVITAT CICLOOXIGENASSA

1.3.1 Inhibici6é de I’ activitat COX en sang humana total

S'ha utilitzat una modificacié del protocol descrit per Brideau i col.laboradors (1996).
Per ala mesura de I activitat COX-1, s extreia la sang i es distribuien volums de 0,5ml en
eppendorfs siliconats amb 2m del farmac o vehicle. Homogeneitzavem invertint € tub tres
vegades i incubavem 1h a 37°C amb agitacio suau. Centrifugavem 15min a 10.500g i
recolliem 100m del sobrenedant (serum). Afegiem en cada tub 400m de metanol 1% en
etilacetat, agitavem 1 min i centrifugavem 10 min a 5.000g a 4°C. Aspiravem 300n1 del
sobrenedant i S evaporava en atmosfera de nitrogen. Finalment, ressuspeniem les mostres
en el tampo subministrat en e kit “TXB, enzymoimmunoassay” (Cayman Chemical) i es
processava segons les instruccions del fabricant per a la quantificacié de TXB:.

Per ala mesura de I’ activitat COX-2, preparavem els eppendorfs amb 21 de farmac o
vehicle (DMSO), 6m d'aspirina a Img/ml (per inhibir I’ activitat COX-1) i 9m d’ heparina
sodica 1% i afegiem 0,5 ml de sang en cadascun. Homogeneitzavem la sang invertint els
tubs tres vegades i incubavem 15 min a 37°C. Afegiem 10m de PBS o 10m de LPS
5mg/ml a una concentracié final de 100 ng/ml en sang. Les mostres s'incubaven 24h a
37°C, es centrifugaven 15 min a 10.500g i recolliem 100 de sobrenedant (sérum).
Afegiem en cada mostra 400m de metanol, mesclavem €ls tubs durant 1 min i
centrifugavem 10 min a 5.000g a 4°C. Aspiravem 300m del sobrenedant i S evaporava en
atmosfera de nitrogen. Finalment, ressuspeniem les mostres en € tampd subministrat amb
e kit “PGE, enzymoimmunoassay” (Cayman Chemical) i es processaven segons les

instruccions del fabricant per a quantificar 1a PGE;.

1.3.2 Mesura dels productes de COX

Vam mesurar els nivells de sintesi dels productes de COX com a indicador de la seva
activitat i de la inhibici6 causada pels diferents compostos estudiats. Cultivavem les

cél-lules en plagues de 6 pous fins que arribessin a un 80% de confluéncia. Treiem el medi
de cultiu i incubavem durant 30 minuts a 37°C amb 500m de medi amb les diferents

concentracions dels compostos o0 vehicle. Afegiem 25nmM [14C]-acid araguidonic i
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incubavem 10 minuts. La reaccid S aturava afegint un volum de metanol fred amb 2%
d acid acétic. Els nivells d eicosanoids s andlitzaven per HPLC, injectant les mostres en
una columna reversa Ultrasphere-ODS 4x250 mm, Beckman). La composicio de la fase
mobil eradel 100% d' eluient A (acetonitril: H,0: acid acetic 33:67:0,1) durant els primers
16 minuts després de la injeccié. El percentatge d eluient B (acetonitril: HO: acid acetic
90:10:0,1) augmentava linealment fins arribar al 65% as 26 minuts i augmentant fins al
100% a partir del minut 41 fins a 60. El flux de la fase mobil era d'Imi/min i la

radioactivitat fou mesurada amb un detector de radioactivitat (171, Beckman).

1.4 TEST D’APOPTOSI ( Tinci6 Hoescht)

Per tal de determinar la induccié d apoptosi produida per un determinat farmac, hem
realitzat la tincié amb colorant nuclear Hoescht. Sembravem primer les cél-lules en una
placa de 6 pous a la densitat que corresponia segons la linia cel -lular. L’ endema, afegiem &l
farmac (o vehicle) a la concentracié desitjada. Incubavem durant €l temps determinat per
I’experiment i félem € test. Primer, recolliem el medi de cultiu i centrifugavem per tal de
recuperar les cél-lules que estaven en suspensio. Alhora, tripsinitzavem les cdl-lules que
estaven adherides i també les centrifugavem, guntant-les finalment amb e pellet que
haviem obtingut de les cé-lules en suspensio. Fixavem les cé-lules amb 3,7%
paraformaldehid (en PBS) durant 10 minuts a —20°C. Feiem 3 rentats amb PBS |
permeabilitzavem amb 0,5% Trit6-X en PBS durant 5 minuts a temperatura ambient.
Féem dos rentats amb PBS i, finament, realitzavem la tincié amb Hoescht (50ng/ml en
PBS) durant 10-30 minuts a temperatura ambient i a les fosgues. Rentavem amb aigua
destil-lada i ressuspeniem el pellet amb 10 nl de PBS. Posavem tot € volum en un
portaobjectes i deixavem assecar. Posavem el medi de muntatge Fluoprep i muntavem el
cubre. Segellavem amb laca d'ungles, per evitar que la preparacio S assequeés, i

observavem la preparacio amb microscopi de fluorescéncia amb € filtre de DAPI.

1.5 PERDUA D’ANCORATGE

Per a mesurar la pérdua d’ ancoratge de les cél-lules produida pels farmacs, sembravem

les cél-lules en una placa de 6 pous. L’endemd, afegiem e farmac (o vehicle), a les
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concentracions previament determinades, i incubavem durant 15h. A continuacio,
recolliem, d’una banda, les cél-lules que estaven al medi de cultiu centrifugant a 1.500rpm
i, d’altra banda, les cél-lules que estaven adherides a la placa tripsinitzant-les. En ambdds
casos, ressuspeniem les cel-lules en 2ml de medi i les comptavem (per separat) en una
camara de Neubauer tres vegades. Cada experiment e vam redlitzar un minim de tres
vegades en dies independents. Finalment, calculavem el percentatge de cél-lules en

suspensi6 respecte a nombre total de cel-lules per a cada farmac.

1.6 WESTERN BLOT

1.6.1 Extracci6 de proteines

Per a obtenir extractes de proteines, sembravem les cel-lules en plagues de 100mm i les
incubavem durant 24 hores per tal que s adherissin. A continuacié, afegiem e farmac ala
concentracio desitjada o e vehicle. Incubavem les plaques durant €l periode de temps que
I’experiment requeria i féiem els extractes. Per aix0, preparavem primer el tampo
d’extraccio amb els seguients reactius. 1M Trigactetat, 100mM EDTA pH 8.8, 100mM
EGTA pH 8.8, 1M Sucrosa, 10% Trité X-100 en 20mM TRIS Acetat- 0,27M Sucrosa,
100mM Ortovanadat, 1M Glicerofosfat, 0,5M NaF, 100mM Pirofosfat, 100mM
Benzamidina 100mM PM SF, 2mg/ml leupeptinai 2b mercaptoetanol.

Aquest tampd d extraccio conté inhibidors de quinasses i fosfatasses per tal que les
proteines mantinguin el seu estat de fosforilacié original.

Un cop preparat € tampo, recolliem el medi de la placa i € centrifugavem per tal de
recollir les cél-lules que es trobaven en suspensio. Rentavem la placa amb PBS i feiem
I’ extraccio de les cél -lules adherides afegint tampd (100-150m1) a la placai rascant amb un
“scrapper” fins a recollir totes les cél-lules. El tampd que recolliem I’ utilitzavem per a
ressuspendre e pellet obtingut de les cél-lules que estaven en suspensio. A continuacio,
provocavem €l trencament total de les cé-lules utilitzant un sonicador i incubavem
I’extracte en gel durant uns 20 minuts. Finalment, centrifugavem a 14.000 rpm durant 10

minuts i recolliem e sobrenedant. Els extractes proteics els guardavem congelats a—-80°C.
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1.6.2 Extracci6 proteica dela fraccio citosolica

Per tal de determinar I’ aliberament de citocrom ¢ de la mitocondria ens calia separar la
fraccio citosolica de la céllula de la resta (nuclis, membranes i organuls). Per aixo, vam
utilitzar el seglent protocol. Un cop cultivades les cdl-lules en plagues de 100mm i
tractades amb e farmac durant € temps que requeris |’ experiment, les tripsinitzavem i
ajuntavem amb les cdl-lules del  sobrenedant centrifugant durant 10 minuts a 1.500rpm.
Rentavem € pellet amb e tampd d extraccid (20mM Hepes pH7.5, 10mM KCI, 1,5mM
MgCl2, ImM EDTA, 1ImM EGTA, 250mM Sucrosa, 1ImM DTT, 0,AmM PMSF, Srg/ml
pepstatin A, 10my/ml leupeptin i 2hg/ml aprotinin) i tornavem a centrifugar 10 minuts a
1.500rpm. Ressuspeniem € pellet amb 100-200m de tamp6 i incubavem en gel durant 30
minuts. Homogeneitzavem amb un émbol de vidre “pestle B” 15 vegades i centrifugavem a
20.000g durant 30 minuts. Recolliem & sobrenedant, i tornavem a centrifugar a 20.000g

durant 30 minuts . Recolliem €l sobrenedant i el guardavem congelat a—80°C.

1.6.3 Quantificaci6 de proteines

Per a quantificar els extractes proteics utilitzarem el metode de Bradford. Aquest metode
es fonamenta en I’ observacio que I’ absorvancia maxima per a una solucié acidica de blau
brillant de coomassie vira de 465 a 595 nm quan S uneix a proteina. Aixi, aquest assaig es
basa en que e canvi de color en resposta a diferents concentracions de proteina té un
coeficient constant dins d'un rang de concentracions. Una recta patr0, obtinguda a
concentracions conegudes de proteina, permet fer unainterpolacio de la proteina present en
les mostres.

Reditzavem la quantificaciéo en una placa de 96 pous en la que hi posavem e blanc
(aigua), la recta patré (amb BSA) i les mostres a quantificar diluides en H,O en un volum
total de 10m. Afegiem 190m de reactiu de Bradford (BIORAD) diluit 1:5, incubavem 5
minuts i mesuravem |’absorvancia a 595 nm en un lector d'Elisa. A partir dels valors
obtinguts en la recta patr6é i, tenint en compte la dilucié utilitzada en les mostres,
calculavem la concentracio de proteina dels extractes.
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1.6.4 Electroforesi i transferéncia

Per I’ electroforesi, utilitzavem gels de poliacrilamida de dos fases. Un cop muntats els
vidres afegiem la part inferior del gel que estava formada per: 15% acrilamida, 0,003% bis-
acrilamida, 0,375M TrisHCI pH 8.8, 0,1%SDS, 0,1% APS i 0,07% TEMED. A
continuacio, afegiem una mescla de metanol i H,O (50%) i deixavem polimeritzar durant
uns 20 minuts. Un cop s havia polimeritzat la part inferior, treiem el metanol, rentavem
amb HO i afegiem la fase superior del gel que estava formada per: 2,7% acrilamida,
0,06% bis-acrilamida, 0,08M Tris-HCI pH 6.8, 0,1% SDS, 0,1% APS i 0,07% TEMED.
Els gels els deixavem polimeritzar un minim de 2 hores.

Les mostres de proteina les diluiem amb 3X de tampd de carrega ( 150mM Tris-HCI pH
6,8, 6% SDS, 0,15% bromophenol blue, 30% glicerol, 300mM dithiothreitol) i les
desnaturalitzavem a 100°C durant 3 minuts. La quantitat de proteina que carregavem
depenia de les proteines que volguéssim detectar (entre 35 i 50ng), al costat de les mostres
carregavem també 10m del marcador de pes molecular (Biorad). Un cop carregat € gel €
corriem a 50mA en tamp6é Laemmli (25mM Tris, 250mM glicina pH 8.3, 0.1% SDYS)
aproximadament durant 4 hores. Aleshores, muntavem la transferéncia en membranes de
nitrocel.lulosa (Protran, Schelicher & Schuell) i paper Watman i transferiem durant tota la
nit a 200mA en tampo de transferéncia (39mM glicina, 48mM Tris base, 0,037% SDS i
20% metanal).

1.6.5 Hibridaci6 de les membranes

Un cop finalitzada la transferéncia, tenyiem la membrana amb 0.2% PonceauS (Sigma)
en una solucio a 3% d'acid acétic durant 5 minuts i rentavem amb aigua. Aquesta tincié
ens permetia observar s la proteina s havia transferit correctament a la membrana i s la
carrega de les diferents mostres estava igualada. A continuacié, bloquejavem la membrana
amb llet descremada en pols a 5% en TBS-T (132mM NaCl, 20mM Tris pH 7.5, 0.1%
Tween20) durant dues hores. Després, feiem tres rentats amb TBS-T (un de 15 min i dos
de 5 min) i tallavem les membranes segons les proteines que voliem analitzar. Incubavem
cada membrana amb I'anticos primari corresponent, diluit en TBS-T amb 0.1% BSA,
durant 1 hora a temperatura ambient o tota la nit a 4°C. Feiem tres rentats de TBS-T i

incubavem amb |’ anticos secundari que corresponia durant 1 hora a temperatura ambient.
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Finament, félem tres rentats més de TBST i revelavem les membranes amb € kit

Supersignal (Pierce) que déna un senyal de quimioluminiscéncia que revelavem en plagues

d’ autoradiografia. Per algunes proteines que tenien baixos nivells d’ expressié hem utilitzat

el kit West-pico (Pierce) que és més sensible que el que utilitzavem de rutina.

Els anticossos primaris i les dilucions utilitzades foren les segients:

=  Pharmingen (BD Biosciences): rabbit anti-Caspassa 3(1:3000), mouse anti-Capassa 7
(1:5000), rabbit anti-Caspassa 8 (1:5000), mouse anti-FAK (1:4000), mouse anti-
FAK(Tyr397) (1:4000), mouse anti-p130cas (1:4000), mouse anti-Bax (1:500), mouse
anti-Bcl-2 (1:500), mouse anti-Bad (1:1000), mouse anti-citocrom ¢ (1:1000), mouse
anti-Akt (1:2000), mouse anti-bcatenina (1:1500), mouse anti-Ecadherina (1:4000),
mouse anti-ciclina D3 (1:2500), mouse anti-ciclina A (1:2000), mouse anti-ciclina E
(2:2000), mouse anti-ILK (1:4000), mouse anti-PCNA (1:6000), mouse anti-Racl
(1:2000)

= Santa Cruz Biotechnologies: goat anti-bactina (1:20000), goat anti-p21 (1:6000), rabbit
anti-ciclina B1 (1:1000)

= Cdl Signalling: rabbit anti-Caspassa 9 (1:5000), rabbit anti-p130cas(Tyr410) (1:1000),
rabbit anti-Akt(Thr308) (1:2000)

= Biosource: rabbit anti-panSrc (1:2000), rabbit anti-src(Tyr418) (1:1000)

= Cayman Chemicals: rabbit anti-COX-2 (1:8000)

= Boehringer Manhein: rabbit anti-PARP (1:10000)

= Promega: rabbit anti-activeMAPK (1:10000)

Els anticossos secundaris (1:10000) eren de Jackson Inmunoresearch.

1.7 IMMUNOFLUORESCENCIA

Latécnica d immunofluorescéncia permet determinar la localitzacié de proteines en les
cél-lules en cultiu marcant-les amb anticossos fluorescents. Per a fer aquesta tecnica,
sembravem les cél-lules en “chamber dides’ de 8 pous, que son portaobjectes amb un
suport de plastic adherit formant una série de pous on s hi poden cultivar les cél-lules.
Després de cultivar les cél-lules durant un minim de 24 hores i de tractat amb el farmac o
vehicle comencavem la immunofluorescencia. Tréiem el medi de cultiu dels pousi féiem 3

rentats de PBS de 5 minuts en agitacio. A continuacid, fixavem les céllules amb metanol
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fred durant 1 minut a—20°C. Un cop fixades les cél -lules separavem el suport de plastic del
portaobjectes. Féiem 3 rentats més de 5 minuts amb PBS en agitacié i blogqugavem amb
PBS 1% BSA durant 1 hora a temperatura ambient. Feéiem 3 rentats de PBS i incubavem
amb I’ anticos primari (mouse anti-p130Cas 1:100) diluit en PBS 1% BSA durant 1 hora .
A continuacio, es feien 3 rentats més amb PBS i sincubava amb I’anticos secundari
(Jackson Immunoresearch) marcat amb fluorescencia (TRITC) diluit 1:100 en PBS en 1%
BSA durant 45 minuts a temperatura ambient i a les fosques. Per tenyir alhora el's nuclis de
les cél-lules afegiem Hoescht (50ng/ml) en la solucié de I'anticos secundari. Finalment,
rentavem 3 vegades en PBS i muntavem e cubre amb medi FLUOPREP. Les preparacions
les observavem en el microscopi  de fluorescéncia amb filtre TRITC per a visuaitzar
pl30Cas i amb €l filtre DAPI pels nuclis. El fet de fer alhora aquesta tincié ens permetia
distingir més clarament s la proteina es trobava a nucli.

Per afer la immunofluorescéncia de les cél-lules que estaven en suspensio després del
tractament amb e farmac, recolliem & medi del pou i € centrifugavem utilitzant un
Citospin, una centrifuga que permet recollir totes les cél-lules del medi en un portaobjectes.
A partir d’aqui, continuavem el mateix protocol que en les cel-lules adherides.

Els anticossos secundaris utilitzats eren de Jackson Inmunoresearch.

1.8 TRANSFECCIO DE CEL.LULESEN CULTIU

1.8.1 Plasmids
En aquest estudi hem treballat amb diversos plasmids que han estat cedits per diferents
investigadors:

Src-531: Conté el cDNA de Src insertat en el plasmid pcDNA3. El gen conté una
mutacid que confereix activacio constitutiva de la proteina. Aquest plasmid el vam
obtenir de laDra. Rosalyn Irby (Florida, USA).

Fak-myr: Conté el cDNA de Fak insertat en € plasmid pCEFL. En el cDNA de Fak
S ha afegit una seguiéncia que codifica per un senyal de miristilacio (del gen Src) que
localitza Fak a membrana mantenint-lo constitutivament actiu. S ha obtingut del Dr.
Silvio Gutkind (Bethesda, USA)
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CAS-FL: Conté d cDNA de pl30cas en € plasmid pRK5. El gen codifica per la
proteina silvestre, per tant no és activa congtitutivament. S ha obtingut de la Dra. Mary
Rose Burnham (Kildare, Irlanda).

PEGFP : Conté el cDNA de la Green Flourescent Protein (Clontech, BD Biosciences).
Aquest plasmid s ha utilitzat per a comprovar que les cél-lules es transfectaven
correctament.

En totes les transfeccions hem utilitzat com a plasmid control el pcDNA3 (Invitrogen) .

1.8.2 Transformaci6 de bacteris competents

Per tal d' obtenir majors quantitats dels plasmids que ens han estat cedits hem transformat
cél -lules competents per a redlitzar posteriorment maxipreps. En un criotub posavem 1ng
de plasmid i 50m de bacteris competents DH5a (Invitrogen) i deixavem en gel durant 30
minuts. Féiem un xoc termic durant 45 segons en un bany a 42°C i deixavem 2 minuts en
gel. Afegiem 500m de medi S.O.C. (2% triptona, 0,5% yeast extract, 10mM NaCl, 2,5mM
KCl, 10mM MgCl, 10mM MgSO i 20mM glucosa) a criotub i deixavem durant una hora
en un bany a 37°C en agitacio. Sembravem dues plaques d’' LB agar per a cada plasmid amb
50 i 100m de bacteris i deixavem créixer tota la nit en una estufa a 37°C. L’endema,
escolliem la placa on hi havia colonies ben aillades i en picavem una a un tub amb 50 ml
de medi LB (L.Broth). Deixavem créixer tot € dia en un bany a 37°C en agitacio.
Aleshores, repartiem e volum del tub en dos flascons de 75cnt i deixavem créixer tota la
nit en agitacié a 37°C. L’endema purificavem els plasmids amb el kit de maxipreps de
Qiagen seguint les instruccions del fabricant.

El medi LB esta compost per : 3% Bacto triptona, 1.5% Y east extract, 3% NaCl , gustant
edpHa7.2

Per a preparar I'LB agar, afegiem 1.5% d'agar d medi LB, autoclavavem i quan es
refredava, perd encara no comencava a solidificar, afegiem uns 5ml en les plaques de petri

i deixavem solidificar.

1.8.3 Transfeccid amb Lipofectamine-Plus Reagent

Per areditzar les transfeccions transitories, sembravem les cdl-lules TD20 & dia anterior

en una placa de 100mm a una densitat aproximada de 4*10° c&l-lulesml. Abans de fer la
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transfeccio canviavem el medi de la placai hi afegiem 5ml de medi amb glutamina (sense
FBSi antibiotics). A continuacio, preparavem el plasmid. En un eppendorf posavem 750mi
de medi (amb glutaming) i hi afegiem 20m de PLUS REAGENT (nvitrogen), 15ng del
plasmid i 3rg de plasmid GFP que utilitzarem com a control de transfeccid. Incubavem
durant 15minuts a temperatura ambient. En un altre eppendorf mesclavem 750nm de medi
(amb glutamina) i 30m de LIPOFECTAMINE (Invitrogen). Després, mesclavem el
contingut dels dos eppendorfs i incubavem 15 minuts a temperatura ambient. Finalment,
afegiem la mescla ales cdl-lules i les deixavem en I'incubador. A les 3h afegiem 5ml de
medi amb glutamina i FBS i incubavem fins I’endema. Per a controlar que la transfeccio
havia anat bé, observavem a microscopi de fluorescéncia s hi havia cél.lules que
haguessin incorporat e plasmid GFP. A continuacio, sembravem una placa per a realitzar

els assgjos de citotoxicitat i una altra per afer extraccid de proteina.
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2. EXPERIMENTSIN VIVO EN RATOLINSATIMICS

21 ANIMALS

En els experiments in vivo redlitzats en aquest treball, varem utilitzar ratolins atimics
swiss nu/nu mascles de 4/5 setmanes de 18-22g de pes (IFFA Credo). Els animals €ls
varem mantenir en condicions esterils, estabulats en gabies autoclavades, amb aigua estéril
i dieta irradiada dins d'armaris amb ventilacio de flux en una cambra amb [lum
ultraviolada. Els ratolins foren manipulats dins una campana de flux amb tot el material
esteril.

22TUMORS

Els experiments in vivo es van redlitzar implantant €l tumor TD20 en els animals. Aquest
tumor prové d'un pacient intervingut en I’Hospital de Sant Pau i fou perpetuat com a
xenograft ortotopic (implantat en € cec) i conservat mitjancant criopreservacio.

Per tal d obtenir suficient teixit tumoral per arealitzar els experiments in vivo, creixiem
primer €l tumor ortotopicament en un minim de 4 animals. D’ aquesta manera el's tumors en
els que estudiavem I’ efecte dels farmacs provenien tots del mateix passe. Quan els tumors
assolien un volum de 0,5 a 1 cn? sacrificivem els animals i dividiem els tumors en
fragments de 10mg. Aquests fragments el's implantavem a continuacio en € grup d’ animals

en els que realitzariem I’ experiment en la localitzacié subcutania o ortotopica.
2.3 TECNIQUES QUIRURGIQUES

En I’estudi in vivo es van redlitzar dos tipus d' implantacions de fragments tumorals :
implantacié ortotopicai subcutania.

Per a reditzar la implantacié subcutania del tumor es feia una incisio a costat dret

superior del Ilom del ratoli i amb la punta d’'unes estisores quirdrgiques s obria un espai
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sota la pell del ratoli on es dipositava e fragment de tumor. A continuacio, es tancava la
incisié amb una grapa quirdrgica.

Laimplantacié ortotopica es realitza en I’organ d origen del tumor, en el nostre cas €l
colon. Per aixo, caia fer una laparotomia mitja i exterioritzar € cec del colon on
Simplantava € fragment tumoral fent un punt de prolene 6-0 en el cec. Finalment, es
tancava la laparotomia amb una grapa quirargica.

Un cop realitzades les implantacions es controlava e creixement tumoral dues vegades
per setmana. En € cas de laimplantacié subcutania es media el volum tumoral amb un peu

dere i enlaimplantacio en € colon s avaluava s creixia el tumor per palpacio.

24TRACTAMENT AMB EL FARMAC

Un cop implantats els tumors en els ratolins els deixavem créixer aproximadament de 2 a
3 setmanes fins que assolien un tamany de 200mn’, en el cas de laimplantacié subcutania,
o fins que es poguessin palpar, en el cas de laimplantacié ortotopica. Abans de comencar
el tractament amb el farmac descartavem aquells animals en els que e tumor no havia
crescut o bé es desviava molt de la mitjana dels tumors. A continuacio, dividiem els

animals en dos grups, control i tractat, aleatoriament incloent un total de 10 animals per

grup.

2.4.1 Preparacio i administracio del farmac

Per apreparar €l celecoxib per administrar as ratolins primer pesavem el farmac en vials
gue esterilitzavem a 80°C durant 4h i abans d’administrar-lo e dissoliem amb goma
arabiga (5% p/v). La dos administrada fou de 150mg/Kg i I'administracié es va fer

diariament per via oral (galibo) durant un total de 16 dies.

2.4.2 Avaluacio del’ activitat antitumor al

Per avaluar |’ activitat antitumoral del celecoxib en e's tumors subcutanis, varem mesurar

el volum del tumor cada tres dies mitjancant un peu de rei. Es va considerar e volum del
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tumor € de I’ élipsoide generada a partir de la mesura del diametre major (A) i menor (E)
de cada tumor aplicant la segiient formula: V= (E>x A)/2.

En ambdos experiments, ortotopic i subcutani, varem pesar €ls animals cada tres dies
com a mesura indirecta de la toxicitat comprovant alhora si hi havia algun signe extern que

indiqués que el farmac produra toxicitat als animals (urticaries, caguecsia...).

2.5 PROCESSAMENT DELSTUMORS

Un cop finalitzat el tractament es sacrificaren tots els animals i es van extreure el tumors.
Varem mesurar € volum, e pes total final dels tumorsi €l pes sec (pes del tumor després
de descartar la necrosi tumoral macroscopica). Part del teixit tumoral obtingut e fixavem
amb formol a 4% i posteriorment s'incloia en un bloc de parafina per tal de redlitzar els
talls histologics. L’ altre fragment de tumor e congelavem directament en nitrogen liquid

per tal de redlitzar |’ extraccio de proteina.

2.5.1 Analis histopatologic

A partir dels blocs de parafina obtinguts dels fragments tumorals fixats en formol, es
feien tals de 5 micres amb un microtom i, a continuacio, es redlitzava una tincid
d’ hematoxilina-eosina segons €l protocol estandard. Aquesta tincié permetia valorar la
necrosi del teixit tumora a nivell microscopic i determinar € grau de diferenciacio

tumoral.

2.5.2 Test d’'apoptosi

Per tal de comprovar i caracteritzar € tipus de mort cel-lular del tumor es redlitzava una
tincié amb & colorant nuclear Hoescht. Per aix0, es partiade talls de 5 micres dels blocs de
parafina. Primer, els desparafinavem i deshidratavem seguint e seglent protocol:
submergiem 3 vegades els portes en xilol durant 5 minuts, dues vegades en etanol absolut
durant 3 minuts, 3 minuts en etanol al 96%, 3 minuts en etanol a 70% i feiem dos rentats
amb PBS durant 5 minuts. A continuacio, es permeabilitzava el teixit amb 10%Trit6 X-100

en PBS durant 10 minutsi es feien dos rentats de 5 minuts en PBS. Findment, es realitzava
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latincié amb Hoescht incubant amb una dilucié 1:5.000 en PBS (50ng/ml) durant 1 hora a
les fosgues. Finalment, muntavem els portaobjectes amb e medi de muntatge FLUOPREP
(Biomérieux) i observavem les preparacions en el microscopi de fluorescéncia amb filtre
DAPI.

2.5.3 Extracci6 de proteina dels tumors

Per aredlitzar |’ extraccio de proteina del tumor hem utilitzat €l mateix tamp6 d’ extraccid
gue per |’extraccio proteica de cdl-lulesin vitro. Partiem d'un fragment tumoral congelat
en nitrogen liquid i conservat a —-80°C. Posavem directament el fragment del tumor en un
eppendorf en gel i hi afegiem un volum de tampd d extraccié (depenent del tamany del
tumor). A continuacio, es realitzava una disrupcié mecanica amb un émbol de plastic fins
que & tumor estava ben desfet, es fragmentaven les cél-lules en un sonicador i S incubaven
en gel durant 20 minuts. Finalment es centrifugava durant 10 minuts a 14000 rpm i es
guardavael sobrenedant a—80°C.

3..PROCESSAMENT DE LESDADES| ANALISI ESTADISTIC

En tots els andisis estadistics redlitzats en aguest treball hem utilitzat e test no
paramétric U de Mann-Whitney. Hem elegit aquest test perqué € nombre mostres dels
diferents grups que hem comparat era molt baix (n<10) i per a poder utilitzar € test t-
student calia que les mostres complissin €ls criteris de normalitat i igualtat de la variances.
En els casos en e que el nombre de casos (n) eramolt baix no es podia determinar € criteri
de normalitat i algunes de les mostres no complien €l criteri de la igualtat de les variances
(test de Levenne). Per aguest motiu, hem utilitzat un test no paramétric doncs malgrat que
€s més restrictiu ens asseguravem que les diferencies observades fossin certes. En tots els
analisi vam establir la significacio estadistica per valors de p< 0,05.

En € test de comparacions multiples hem aplicat €l test no parametric d'andlisi de la
varianca de Krukall-Wallis.

Per aredlitzar els tests estadistics hem utilitzat el programainformatic SPSS 11.5.2.
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