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Resum

Els gliomes s6n cancers amb uns pronostics desfavorables i unes opcions de tractament
limitades. La taxa de supervivencia de les persones afectades no ha presentat grans canvis en els
darrers temps. D’altra banda, el cancer de pulmoé es troba en condicions semblants, presentant-
se com un dels cancers més comuns arreu del moén i amb les taxes de mortalitat més elevades.
Per tant, la incidencia d’aquests cancers reflecteix la necessitat de recerca terapéutica per al seu
tractament. Una de les técniques més recents per al tractament del cancer és la Terapia lipidica
de membrana. S’ha descobert que les membranes plasmatiques juguen un paper critic alhora de
propagar certes respostes oncogéniques, de manera que aquesta terapia reforca el seu estudi
sobre la modificacié de les membranes i conseqlientment totes les vies pertinents que s’hi
troben relacionades.

L’objectiu d’aquest estudi és posar a punt una tecnica de Sandwich ELISA Kit per
determinar els nivells de fosforilacié de les proteines Akt i S6rp com a opcié de determinacid
alternativa al western blot. L’estudi es realitza sobre dues linies cel-lulars SF-295 (linia cel-lular
de glioma) i A549 (linia cel-lular de pulmd). S’avalua I'activitat proliferativa de les cel-lules
tractades tant en els nivells la proteina Akt com amb la proteina ribosomal S6, ambdues
involucrades dins les vies de senyalitzacié de proliferacié descontrolada i detencié del cicle
cel-lular, com en la via PI3K/Akt. Alhora també s’avalua I'efecte sobre la traducci6 de proteines
implicades en la divisi6 cel-lular, com DHFR, un dels enzims critics en la sintesi d’ADN. A partir
dels western blot corroborarem els estudis realitzats previament referents al mecanisme d’acci6
de Minerval. D’altra banda, es posa a punt la técnica de Sandwich ELISA Kit, pero l'estudi
obtingut no presenta resultats coherents, indicant que en principi aquesta tecnica no serveix per
a la determinaci6 estimada.

Per tant, s’ha demostrat que caldria realitzar altres técniques ELISA Kit per a poder
demostrar la seva aplicacié en mostres tractades amb el farmac Minerval. A més, m’agradaria
potenciar 1'is de la terapia lipidica de membrana sobre diverses patologies, ja que és un

enfocament terapéutic nou i amb pronostics favorables per al futur tractament del cancer.



1. INTRODUCCIO

1.1. Cancer

El cancer és una malaltia neoplasica caracteritzada per un creixement anormal de les
cél-lules resultant de canvis genetics que controlen la proliferacié, maduracid, el comportament
metastatic i la senescencia de les cel-lules (Oving et al, 2002). Aquests multiples canvis en
I'expressiéo genética condueixen a un desequilibri de la proliferacié i mort cel-lular, fins a

provocar en els pitjors dels casos la mort de I'individu. (Cetin et al., 2012).

El creixement cel-lular es troba sotmes a un rigorés control, el qual respon a les
necessitats especifiques de 'organisme. Si aquests controls que regulen la multiplicacié cel-lular
no funcionen de manera adequada, la cél-lula comenca a créixer i dividir-se sense necessitat.
Quan la descendéncia hereta la tendéncia a proliferar sense control, el resultat és un clon que
s’expandeix indefinidament i es produeix un tumor.; el qual pot arribar a envair i disseminar-se

fins a arribar a metastasi. (Menéndez et al., 1999).

El cancer és una malaltia heterogénia, amb diferéncies entre els tumors, aixi com entre
les cel-lules canceroses d’'un mateix tumor. Aquestes cél-lules es poden distingir les unes de les
altres per varies caracteristiques bioquimiques, morfologiques i immunoldgiques (Cetin et al.,
2012). La seva causa pot ser tant per factors interns (mutacions heretades, canvis en la
seqiienciaci6 de I’ADN, alteracions cromosomiques, hormones y condicions immunes) com per
factors ambientals/adquirits (radiacions i carcinogens presents en la vida quotidiana)

(McLendon et al., 2008).

Hi ha dos tipus de gens principals mutats al cancer. Els protooncogens, els quals
promouen el creixement normal de les cel-lules, convertits per mutacions a oncogens;
inductores de la proliferacio. | d’altra banda, el gens supressors de tumors, que restringeixen el
creixement cel-lular activant un procés de suicidi cel-lular o apoptosi. Quan els productors
d’aquests gens supressors de tumors no son funcionals o estan absents, la cél-lula perd el control

i es desenvolupa un tumor (Menéndez et al,, 1999; Oving et al., 2002).

Les funcions cel-lulars normals o patologiques generalment es troben associades amb
I'activitat de proteines especifiques. Com a conseqiiéncia moltes de les molecules terapeéutiques
estan dirigides a unir-se a aquestes proteines especifiques per a revertir la seva mal-funcié6 i/o

alterar la seva expressié. Algunes d’aquestes proteines (canals, receptors i enzims) interactuen



amb els lipids de la membrana cel-lular i les interaccions proteina - lipid sé6n susceptibles a ser

modificades, el que condueix a canvis en I'activitat de la proteina (Spector et al.,, 1985).

Si tenim en compte que la majoria de les vies relacionades amb el cancer so6n, inicialment,
activades a la membrana i les modificacions dels lipids que tenen lloc a les cél-lules canceroses
es troben associades amb l'activacié de la proliferacié i la carcinogenesi, és raonable que les
modificacions en els lipids poden regular aquestes vies de senyalitzacié cel-lular patologiques

(Lladé et al.,, 2014).

1.1.1.Glioma i glioblastoma

Els gliomes son tumors del Sistema Nervids Central (SNC) resistents a l'apoptosi i
associats amb elevats nivells de mortalitat (Terés et al,, 2012). El glioblastoma (glioblastoma
multiforme o GBM) és el tipus de tumor primari en humans més comu i agressiu, que implica a
les cel-lules glials i comptabilitza el 52% de tots els casos de tumors del parénquima cerebral i el

20% de tots els tumors intracraneals (Dong et al., 2010).

Globalment, el cancer de cervell/ sistema nervids representa una taxa d’incidéncia del
1,8 %, corresponent a uns ~250.000 casos a 'any. D’altra banda, la taxa de mortalitat correspon
a un 2,3 % dels casos (~200.000 morts/any) A Espanya, el cancer de cervell presenta una
incidéncia de 1,7 %, (~3.000 casos/any); i una taxa de mortalitat de 2,6 % (~2.600
morts/any)(Globocan, 2012).

El glioblastoma es pot desenvolupar a partir d'un astrocitoma preexistent de grau
inferior, anomenant-se glioblastoma secundari i representant un petit percentatge dels GBM; o
formar un GMB primari, més freqlients i els quals es considera que es desenvolupen de novo
(Liberski et al.,, 1997; Leu et al,, 2013). El GBM és un tumor que apareix predominantment a
I'edat adulta, pero també es poden donar casos en nins (Itoh et al., 1987; Friede et al., 1982). En
adults, el GBM es troba en els hemisferis cerebrals, mentre que en els ocasionals casos en nins, es

produeix en el tronc cerebral (Liberski et al., 1997).

Les cél-lules cancerigenes amb un fenotip indiferenciat (p. ej. glioma) tenen un prondstic
desfavorable i unes opcions de tractament limitades (Terés et al.,, 2012). Els tumors cerebrals
primaris, es troben generalment associat amb elevats nivells de mortalitat i una elevada
resistencia a la quimioterapia i la inducci6 de I'apoptosi. La quimioterapia ofereix modestos

beneficis front a la radioterapia i la cirurgia, sent el farmac de referencia en el tractament del
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glioma la temozolomida, un agent alquilant. Tot i aixi, el que es produeix generalment és una
recaiguda en el tumor, ja que la temozolomida només augmenta l'esperanca de vida dels

pacients durant 2,5 mesos (Llado et al.,, 2014; Terés et al,, 2012).

1.1.2..Cancer de pulmé i adenocarcinoma

Entre la gran varietat de cancers coneguts, el cancer de pulmé és dels més comuns a tot
el mén i presenta una elevada taxa de mortalitat (Gatzemeier et al, 2007). La majoria dels
cancers de pulmo6 sén carcinomes (tumors que provenen de cel-lules epitelials). El cancer de
pulmd es classifica en: cancer de pulmé microcitic (Small Cell Lung Cancer, SCLC) que representa
el 16,8 % i el cancer de pulmo6 de cél-lules no petites o no microcitic (Non-Small Cell Lung Cancer,
NSCLC) que representa el 80,4 %. El cancer de pulmé NSCLC alhora es subdivideix en: carcinoma

escamos, adenocarcinoma i carcinoma de les cél-lules grans (MacKinnon et al., 2010).

El cancer de pulmé sorgeix majoritariament per 'exposicié a carcinogens. La font més
important de carcinogens i promotora tumoral és el tabac. Aquest augmenta 13 cops el risc
relatiu en persones fumadores i fins a 1,5 cops el de fumadors passius. Altres carcinogens que
provoquen cancer de pulmo son per exemple el Rad6 (Rd) present als sols, I'exposicié a I'asbest,
certs productes quimics i les dietes deficients en substancies com els betacarotens (Minna,

1993).

Globalment, el cancer de pulmé presenta una taxa d’incidencia del 13 % (~ 2 milions de
cassos/any) sent la més elevada respecte a la resta de cancers. D’altra banda, la taxa de
mortalitat és del 19,4 % (~1,5 milions de morts/any). A I'estat espanyol, el cancer de pulmé
ocupa la quarta posicié per darrere del de mama, prostata i colon, amb una incidéncia del 12,4 %

(~26.000 morts/any) i una taxa de mortalitat del 20,6 % (~21.000 mort/any) (Globocan, 2012).

1.2. Terapia lipidica de membrana

La utilitzaci6 de lipids o la modulaci6 dels seus nivells en serum pel tractament de certs
trastorns metabolics es coneix com a terapia de lipids. Malgrat que aquesta estrategia
terapéutica pugui regular la composicié i estructura de les membranes, és conceptualment
diferent de la terapia lipidica de membrana. La terapia lipidica de membrana és un nou
enfocament terapeéutic dirigit a desenvolupar medicaments per regular la composicié i/o
estructura de la membrana lipidica. Aquests farmacs s6n moleécules lipofiles o amfipatiques amb

capacitat per a poder canviar l'organitzacié i estructura general dels lipids de la membrana.
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Existeix una certa idea dels efectes dels lipids de la dieta o certs farmacs (p.ex. anesteésics i
alcohols) sobre l'estructura i funcié de la membrana, pero els lipids préviament no s’havien

considerat com a objectius pel desenvolupament de farmacs (Escriba, 2006; Lladé et al.,, 2014).

A causa que el tipus i/o la composicié dels lipids de membrana s’altera en varies
patologies i un nombre important de funcions cel-lulars es produeixen dins o al voltant de les
membranes, la terapia lipidica de membrana podria tenir un potencial Us per al tractament de

varies malalties (Escriba, 2006).

El cancer es caracteritza per 'ampla varietat de diverses alteracions en la senyalitzacid,
la naturalesa de la qual depén el tipus de cancer. En aquest context, una amplia varietat
d’entitats moleculars implicades en el control de la proliferacié cel-lular i la supervivéncia sén
proteines associades a la membrana. De fet, els nivells dels lipids de membrana s’alteren en les
membranes cel-lulars de pacients amb cancer i a partir de cél-lules cancerigenes que s6n

resistents a la quimioterapia (Escriba, 2006).

Els farmacs que fins ara es considera que actuen a través de la terapia lipidica de
membrana normalment s’uneixen als lipids de membrana (Martinez et al., 2005). Aix0 contrasta
amb la quimioterapia convencional, la qual es basa en la interaccié del farmac amb proteines,
malgrat que ambdues estratégies terapéutiques comparteixen I'objectiu de regular I'activitat de
la proteina (Figura 1) (Escriba, 2006).

(a) Conventional chemotherapy {b) Membrane-lipid therapy

Figura 1. Per a cada tractament
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(Escriba, 2006).
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Per tant, no és sorprenent que l'activitat de diversos medicaments contra el cancer es
trobi associada amb la seva capacitat per a alterar I'estructura dels lipids de membrana. Farmacs
com la daunirrubicina, basacetamida i minerval tots ells alteren la propensié de les fases no
lamel-lars de les membranes. La terapia de membrana lipidica déna lloc a noves possibilitats per
al tractament de malalties que en l'actualitat encara requereixen terapies o alternatives o

solucions terapeutiques millorades (Escriba PV., 2006).

1.3. Farmac (Minerval, 20HOA)

L’acid 2-hidroxioleic (20HOA, Minerval®) és un acid gras sintétic amb una activitat
antitumoral, creat com un derivat a - hidroxil de I'acid oleic (Marcilla-Etxenike, 2012). En la
recerca de molecules capaces d’'induir efectes reguladors en I'estructura lipidica i les proteines
periferiques, es va trobar que l'acid oleic era més potent que les antraciclines (Llado et al,
2009). L’acid 20HOA es va dissenyar racionalment per reproduir l'efecte antitumoral de les
antraciclines a través d’interaccions amb la membrana plasmatica i les modificacions posteriors
en la senyalitzacié cel-lular, sense interaccions inespecifiques amb altres dianes cel-lulars

(Barcelo et al,, 2011).

El mecanisme d’accié de 20HOA, implica la induccié especifica i seqiiencial de la detencio
del cicle cel-lular, la diferenciacié cel-lular, i la mort cel-lular en les cel-lules canceroses humanes.
D’acord amb la seva elevada eficiéncia i baixa
toxicitat en comparaci6 amb altres agents
quimioterapeutics existents, 1'Agencia Europea
de Medicaments (EMA) ha reconegut els
possibles  beneficis de 20HOA i ha designat
aquesta molécula com a medicament orfe per al

tractament del glioma (Martin et al., 2013).

Acido oleico Minerval

Figura 2. Estructura del acid oleic i de I’acid 2-hidroxioleic (Minerval).

L’acid 2-hidroxioleic s'uneix a la membrana plasmatica i altera I'organitzaci6 del seus
lipids, augmentant la propensi6 de fases de lipids no lamel-lars (hexagonal Hy) (Barceld et al.,
2004; Martinez et al., 2005; Cordomi et al., 2010). En els darrers anys s’han acumulat evidéncies
que mostren una relaci6 entre els nivells d’esfingomielina (SM) de la membrana plasmatica i la

carcinogenesi. La SM és sintetitzada per l'esfingomielina sintasa (SGMS) la qual catalitza la
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transferencia d'un grup de fosfocolina d'una fosfatidilcolina (PC) a una ceramida obtenint aixi un
diacilglicerol (DAG) (Bartke et al., 2009). Els nivells de SM es redueixen en una gran varietat de
cél-lules canceroses en comparacié amb les cél-lules no tumorals, i la restauracié dels nivells
normals de SM a causa de 'activaci6 de SGMS inhibeix la proliferacié del cicle cel-lular de les

cél-lules canceroses i/o indueix la mort cel-lular (Tafesse et al., 2006).

L’elevada proliferaci6 dels tumors s’ha associat amb uns nivells de SM molt baixos i un
contingut de fosfatidiletanolamina (PE) elevat a la membrana plasmatica. 20HOA és un compost
que activa especificament les SGMS, restaurant els nivells de SM i PE en les membranes
cel-lulars cancerigenes als trobats en les cel-lules normals. Aquest efecte sobre l'estructura dels
lipids de membrana canvia el tipus de proteines que interactuen amb aquesta, induint la
detenci6 del cicle cel-lular, la diferenciaci6 de les cel-lules tumorals i 'autofagia. Quan
I'estructura de la membrana es transforma per I'accié de les SGMS, 20HOA inhibeix la via Ras-
MAPK, que alhora no activa el complexe CCND (Ciclina D)-CDK4/CDK6 i la via de PI3K/Akt. A
més, la inactivacié del complexe CCND (Ciclina D)-CDK4/CDK6 causa una hipofosforilacié de la
proteina retinoblastoma (RB1/pRb), la inhibici6 de E2F1 i la reducci6é de Dihidrofolat reductasa
(DHFR) (Terés et al., 2012).

1.4. Proteines i vies d’estudi

La via PI3K/Akt es troba involucrada en la progressi6 tumoral, invasié i angiogénesis. En
el desenvolupament del cancer s’han demostrat elevades alteracions en les cascades de
senyalitzacid, com per exemple la sobre-expressié i/o activaci6 de proteines intracel-lulars
(Jiang et al.,, 2009), com en el cas de Akt i la proteina ribosomal S6 (Sé6rp), associada amb
I'expressio de PI3K i P-Akt (Ettl et al.,, 2012). Alhora, DHFR desenvolupa un paper important en
la sintesi de ADN (LLad¢ et al., 2009).

1.4.1.Proteina Akt

1.4.1.1.  Estructurade la proteina

La proteina Akt, també coneguda com proteina quinasa B o PKB, forma part de la familia
quinassa AGC. Té una estructura amb un domini altament conservat; un domini PH (pleckstrin
homology) a la regié N-terminal , un domini quinasa i una coa reguladora a la regi6 C-terminal
que conté caracter hidrofobic. Akt presenta tres isoformes estructuralment semblants;
Akt1/PKBa , Akt 2/PKBf i Akt3/PKB vy, que s’expressen en la majoria de teixits. (Manning et al,,
2007; Hers et al,, 2011; LoPiccolo et la., 2008;Pinzén et al., 2009).
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1.4.1.2. Mecanisme d’activacio

Akt és una de les molécules clau activades en la via de senyalitzacié6 downstream de
PI3K. L’activacié de PI3K es pot donar a través de receptors tirosina quinasa per factors de
creixement tals com les integrines, receptors acoblats a proteines G (GPCRs) i oncogens com Ras
entre altres (LoPiccolo et la., 2008). PI3K catalitza la fosforilaci6 de fosfatidilinositol-3,4-bifosfat
(PIP2) i la subseqiient fosforilaci6 de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Aquests 3
fosfoinositids formen un lloc d’'unié per a proteines que contenen dominis PH, tals com Akt i
PDK1 (proteina quinasa 1 fosfoinositida depenent), reclutant-les aixi a la membrana. Akt
normalment es manté en un estat inactiu, no obstant aixo, la interaccié entre el domini PH de Akt
i els 3-fosfoinisitids indueix un canvi conformacional en Akt, la qual cosa permet el reclutament

de PDK1 per accedir al bucle d’activaci6 (Hers et al., 2011).

L’activaci6o de Akt es produeix a través de dos fosforilacions crucials, la primera es
produeix a Thr308 en el domini catalitic per PDK1. Pero l'activacié completa es produeix en
fosforilar-se Ser473 en la regié hidrofobica, la qual es pot donar per varies quinases (PDK1,
quinases lligades a integrines (ILK), mTOR) (LoPiccolo et la., 2008). Després de la fosforilaci6 de
Akt i la seva activacid, Akt es separa de la membrana i es transloca al citosol i nucli, on activa
varies vies de senyalitzacié downstream. Unida a la membrana PTEN, freqiientment mutada als
cancers, pot regular negativament la via PI3K desfosforilant PIP3 i PIP2, i per tant, impedint

'activaci6é de Akt i PDK1(Hers etal., 2011).

1.4.1.3.  Vies de senyalitzaci6 implicades

Com a conseqiiencia de l'amplia gamma de processos cel-lulars on Akt es troba
implicada, incloent-hi el metabolisme, la proliferacié i supervivencia cel-lular; la desregulacié
d’aquesta quinasa es troba associada amb diverses malalties humanes, incloent-hi el cancer, la
diabetis, les malalties neurodegeneratives i les cardiovasculars (Hers et al, 2011). La
sobreactivacié de Akt pot influir en molts efectors downstream i interferir en diverses vies
afavorint la génesi tumoral (per exemple, la supervivéncia cel-lular, el creixement cel-lular i la
proliferacid) i com a tal, és una de les proteines més freqiientment hiperactivades en el cancer

huma (Hers et al., 2011; Altomare et al.,, 2005).
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1.4.2.Proteina ribosomal S6

1.4.2.1.  Estructura de la proteina

Els ribosomes eucariotes consten de dues subunitats; la subunitat 40S (petita) i la
subunitat 60S (gran). La subunitat 40S compren nomes una sola molecula de ARN, denominada
rRNA 18S, i 33 proteines; per altra banda, la subunitat 60S té tres molecules de ARN,
denominades 5S, 5.85 i 28S rRNA, i 46-47 proteines. De totes les proteines ribosomals, la
proteina ribosomal S6 (Sé6rp) és la que presenta major atracci6 ja que és la primera com a

substrat que s’ha demostrat sotmetre’s a fosforilacié induible (Ruvinsky et al., 2006).

La proteina ribosomal S6 (Sérp) va ser la primera a identificar-se com a substrat de la
familia S6K. Els llocs de fosforilaci6 més importants de Sérp s’assignen a 5 residus agrupats:
Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 i Ser247 (Krieg et al., 1988; Ruvinsky et al.,, 2006), ubicats dins

una petita regi6 carboxil terminal de la proteina S6 (Ferrari et al., 1991; Flotow et al., 1992).

1.4.2.2. Mecanisme d’activacio

La proteina Sérp és activada per la proteina S6K, la qual presenta dos formes quinasa,
S6K1 i S6K2, que es troben codificades per dos gens diferents i comparteixen un elevat grau
d’homologia de seqiiencies. S6K1 presenta dues isoformes, una citosolica (p70S6K1) i una
nuclear (p85S6K1); mentre que les dues isoformes de S6K2 sén principalment nuclears

(p54S6K2 i p56S6K2) (Martin et al., 2001; Ruvinsky et al., 2006).

S6K1 i S6K2 sé6n membres de la familia AGC serina/treonina quinases. Una via
d’activacié d’aquestes quinases és la provocada per PDK1 en fosforilar un residu critic del bucle
d’activacié (T-loop) (Fenton et al.,, 2011). A més, la proteina mTOR (junt a PDK1) fosforila la
quinasa S6, que alhora aquesta fosforilara nombrosos substrats implicats en la traducci6; com

per exemple Sérp, elF4B, PDCD4 i SKAR.

1.4.2.3.  Efectes implicats en l'activacid

Una forma en qué els factors de creixement i mitdogens promouen eficagment el
creixement cel-lular y la proliferacié sostinguda és upregulating la traduccié del ARNm (Dufner
et al,, 1999; Peterson et al., 1998). Els factors de creixement i mitogens indueixen I'activaci6 de

p70S6 quinasa i la subseqtient fosforilacié de Sé6rp. La fosforilacié de Sérp es correlaciona amb
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un augment en la traducci6 de transcrits de ARNm que contenen un tracte oligopyramidine en
les seves regions no traduides 5’ (Peterson et al., 1998). Aquests transcrits particulars de ARNm
(5'TOP) codifiquen proteines implicades en la progressié del cicle cel-lular, aixi com proteines
ribosomals i factors d’elongacié necessaris per a la traduccié (Peterson et al., 1998; Jefferies et

al, 1997).

1.4.3.Dihidrofolat reductasa

La dihidrofolat reductasa (DHFR) és un enzim involucrat en el metabolisme cel-lular, el
qual catalitza la reduccié de NADH-dependent de dihidrofolat (DHF) per produir tetrahidrofolat
(THF). EI THF i els seus derivats serveixen com a donadors d’un carboni en la sintesi de purines,
pirimidines i varis aminoacids; i per tant es troben involucrats en la replicaci6 del ADN. La
inhibicié de DHFR condueix com a conseqiiéncia a una deficiéncia cel-lular de THF, pertorbant
aixi la biosintesi de pirimidines i purines, i per tant provocant la mort cel-lular, ja que la inhibicio
de la sintesi d’ADN condueix a la detenci6é del cicle cel-lular i I'apoptosi (Llado6 et la., 2009;

Gokhale et al., 2000).

L’enzim DHFR s’ha identificat com a diana per I'accié de diferents farmacs importants en
el tractament de la malaria, d’infeccions bacterianes i parasites, i el cancer. Els antifolats son
agents antitumorals classics que inhibeixen enzims claus de la sintesi d’ADN, com en el cas de
DHFR. Alguns exemples d’aquests farmacs son trimetroprima, pirimetamina i finalment el
metotrexat, utilitzat freqlientment pel tractament de leucémia aguda i un elevat nombre de

tumors solids (Bertino, 1993; Llad6 et al., 2009; Gokhale et al., 2000).
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2. MATERIAL I METODES
2.1. Cultiu cel-lular

La linia cel-lular SF-295 correspon a cél-lules de glioma huma, en concret de glioblastoma
multiforme (GBM), procedents de teixit del Sistema Nervids Central (SNC). Aquesta linia cel-lular
es va caracteritzar al Centre d’'Investigacio tumoral de cervell de San Francisco a partir d'una
pacient amb un diagndstic de tumor de GBM al 1obul temporal (Rutka et al,, 1987). La linia
cel-lular SF-295 es va obtenir de AddexBio (San Diego, California). Les linies cel-lulars de glioma
huma es poden classificar segons la seva morfologia, la qual es descriu quant a la semblanca que
presenten a astrocits, cel-lules epitelials o fibroblasts (Bullard et al., 1981; Nistér et al., 1988). La
linia cel-lular SF-295 presenta una morfologia bipolar/fibroblast (Rutka et al.,, 1987; LaRocca et
al,, 1989).

D’altra banda la linia cel-lular A549 correspon a cél-lules d’epiteli pulmonar, mostrant
caracteristiques de cél-lules d’epiteli alveolar de tipus II. Es varen obtenir del ATCC (American
Type Culture Collection). Les cél-lules A549 formen monocapes confluents i s’engloben dins els
cancers de pulmd no microcitics (NSCLC). Les cel-lules A549 es caracteritzaren a partir d'un
pacient de 58 anys amb un diagndstic de carcinoma pulmonar. La linia cel-lular presenta un
cariotip hipotriploid, i un temps de duplicacié6 de les cel-lules de 22 h aproximadament

(Bhattacharya et al., 2012).

Ambdues linies cel-lulars (SF-295 i A549) es cultivaren en medi RPMI (Sigma Aldrich, ST
Louis, MO) suplementat amb un 10% de serum fetal bovi (Hyclone, Thermo scientific, USA),
penicil-lina (100 U/ml) i estreptomicina (0,1 pug/ml). Les linies cel-lulars es varen mantenir en
una incubadora de cél-lules (Memmert GmbH Co, Reino Unido) a 372C, amb una atmosfera al 5%

CO2 i una humitat relativa del 95%.

Per al seu manteniment i per tant, per a poder passar-les, calia desferrar-les del flasco de
cultiu mitjancant tripsina-EDTA (2,5 mg/ml tripsina i 4mg/ml EDTA en PBS) durant 2 minuts
aproximadament. Posteriorment, la tripsina quedava inactivada un cop introduiem el medi de
cultiu, ja que el sérum present en aquest bloqueja els efectes de la tripsina (Meron, 1995).
Finalment, esmentar que tot el cultiu es va realitzar en condicions d’esterilitat en una cabina de

flux vertical (Telstar S. A., Terrasa, Espafia).
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2.2. Tractamentirecollida de mostres

Préviament al tractament de les cél-lules, es va determinar quantitativament el seu
nombre mitjancant la cambra de Biirker (Blaubrand, Alemania) i amb I'ajuda d'un microscopi de

llum invertida (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

Cada linia cel-lular (SF-295 i A549) es va sembrar en plaques de 6 pouets (SPL Life
Sciences Co., Ltd;Korea) amb una densitat de 2 x105 cel-lules/pouet. Es va posar un volum de 2,5
ml de medi RPMI complet; corresponent per tant a 8 x104 cel/ml. Després d’incubar tota la nit
(12 hores), les cel-lules es tractaren amb 200 uM de 20HOA (Minerval®, Lipopharma) per a
realitzar I'estudi d’inhibici6 de creixement cel-lular. Alhora, també es va realitzar un control
negatiu i un control positiu. Per a la linia cel-lular SF-295 tractarem les cél-lules del control
positiu amb 25 ng/ml de EGF (Endotelial growth factor), mentre que per a la linia A549 es va
utilitzar 0,6 pM d’insulina; estimulant aixi les cel-lules i les seves vies de senyalitzaci6 de

creixement. Es varen mantenir amb el mateix medi fins al final del tractament.

Es recolliren mostres cada 24 h, de manera que en cada tractament teniem mostres de
24 h, 48 h i 72 h. Transcorreguts els temps indicats, descartavem els medis de les plaques,
rentavem els pouets amb TBS (solucié salina tamponada amb Tris) i emmagatzemavem les

plaques a -80°C fins a ser processades.

2.3. Lisis cel-lular

Per obtenir les lisis de les cel-lules, retirarem les plaques del congelador i passarem a
treballar-les amb condicions de fred per evitar possibles degradacions de les proteines. A
continuacié prepararem el tamp6 de lisis cel-lular 1X a partir del Buffer de lisis cel-lular 10X
(Cell Signally Technology #9803). Prepararem aliquotes de 1300 pl de Buffer 1 X (1170 pul de H,0
i 130 ul de Buffer de lisis cel-lular 10X) per a cada placa. A més, just abans de la utilitzaci6 del
Buffer s’afegiren 6,5 ul de fluorur de fenilmetilsulfoni (PMSF) per aliquota; detallat com a

recomanacié en el protocol del kit.

Posarem 200 pl/pouet de Buffer de lisis cel-lular preparat, deixant-lo actuar durant 5
minuts i es recol-lectaren les mostres. La suspensi6 cel-lular recollida es va sonicar (Branson

Digital Model 250, Branson Ultrasonics, USA) amb 2 cicles de 5 segons, deixant reposar les
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mostres entre cicles i treballant en condicions fredes per a evitar possibles degradacions.
Finalment, les centrifugarem durant 10 minuts a 42C i 14.000 rpm. Els sobrenedants resultants

varen ser les lisis cel-lulars, les quals transferirem a tubs nous.

2.4. Quantificacio de proteines

Per a la quantificacié de proteines, utilitzarem el kit de quantificaci6 RC DTCM (BioRad,
Barcelona, Espanya). Aquest kit és un assaig colorimetric per a la determinacié de proteines en
presencia d’agents reductors i detergents. Aquest métode es presenta com una modificacié del
metode de Lowry, el qual es basa en una reduccié del reactiu de folin fenol (Lowry et al,, 1951),
produint un viratge de color el qual sera quantificat posteriorment a partir d'un

espectrofotometre.

Per a la quantificaci6 de proteina, realitzarem una recta patré a partir d’'una concentracié
coneguda d’albimina serica bovina (BSA; Pierce, Thermofisher Scientific, Rockford, USA).
Prepararem diverses concentracions a partir de la concentracié coneguda de BSA (1mg/ml),
amb un interval de 0,2 mg/ml i un volum total de 20 pl. D’aquesta manera, la nostra recta patrd

estava formada pels valors de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2 i 4 mg/ml de BSA.

En una placa de 96 pouets carregarem 5 pl de cada concentracié de la recta i de cada
mostra a quantificar, realitzant-se tan la recta com les mostres per triplicat. S’afegiren 25 pl de
reactiu A’ (compost pels reactius S i A en una relacié 1:50 del kit de quantificaci6 RC DTCM
BioRad); i finalment 200 pl/pouet de reactiu B (RC DTCM BioRad). Després de I'aplicacié dels
reactius es va produir un viratge de color a les mostres el qual passarem a quantificar 15 minuts
després d’haver-los introduit. Finalment, es llegiren els resultats a 750 nm amb
I'espectrofotometre (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Alemanya). La concentraci6é proteica de
cada mostra es va obtenir per interpolacié dels valors d’absorbancia sobre la recta patr6

realitzada amb concentracions conegudes.

2.5. Detecci6 de proteines

2.5.1.Deteccid a partir de Western blot
2.5.1.1. Electroforesis

Per a la separacid de les proteines es va utilitzar la tecnica d’electroforesis en gels de
poliacrilamida en condicions desnaturalitzades SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Laemmli, 1970).
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Els gels de poliacrilamida participen directament en la separacié de les mostres. Es
preparen de manera que els seus porus presentin una mida comparable al de les proteines fent
aixi una seleccid molecular. Els gels de poliacrilamida es preparen a partir d’'un compost
monomeric de baix pes molecular anomenat acrilamida. EI SDS (CH3z (CHz2)10 CH2 = SO3N,*) és
un compost que té la capacitat d’interaccionar amb la gran majoria de proteines, donant lloc a
complexos amb caracteristiques comunes independentment de la proteina que es tracti. Es
coneix que cada gram de proteina uneix 1,4 g de SDS, el que equival a la unié d’'una molecula de

SDS per cada dos residus d’aminoacids.

La massa molecular de cada proteina és el que condiciona la mobilitat electroforetica, ja
que la carrega és uniforme per a tots els complexos proteina/SDS. La separacié es doéna
principalment com a resultat de la seleccié molecular (“tamizado”) a través del gel, de manera
que aquelles proteines amb una massa molecular menor presenten un recorregut major, mentre
que com major sigui el seu pes molecular, més restringit sera el seu recorregut en el gel. Les
proteines durant 'electroforesi se sotmeten a un camp eléctric el qual subministra la forca
impulsora a través de la seleccié molecular. La concentraci6 d’acrilamida en gel determinara el
rang de separacié de les proteines. Per a poder comparar el pes molecular de les proteines
d’estudi, s’utilitzen una serie de marcadors estandards de pes molecular coneguts i aixi poder-

les determinar comparant la seva mobilitat electroforética en referencia als marcadors.

Els gels estan compostos per dues zones diferenciades: un gel de concentracié de
mostres (Stacking) compost per 4% d’acrilamida-bis-acrilamida, 166 mM de Tris-HCl pH 6.8,
0.1% de SDS, 0.3% de persulfat amonic i 0.03% de N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina (TEMED); i
un gel de resolucid o separaci6 (Running) compost per 9.5% acrilamida- bis-acrilamida, 1 M de
Trisbase pH 8,8, 0.1% de SDS, 0.1% de persulfat amonic i 0.01% de tetrametiletilendiamina
(TEMED). Es varen utilitzar pintes de 15 pous id’l,5 mm de gruix.

A partir de les concentracions proteiques de les mostres, aquestes s’igualaren per
posteriorment poder carregar 30 ug de proteina total; de manera que carregarem 28 pl de A549
i 20 pl de SF-295. Préviament a la carrega de les mostres en el gel, es va afegir a les mostres el
tampd de carrega d’electroforesi (12 mM de Tris-HCl pH 6.8, 1% de - mercaptoetanol, 0.2% de
SDS, 0.01% de blau de bromofenol i 50% de glicerol de concentraci6 final), i s’escalfaren durant

5 minuts a 95°C.
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A més, a cada gel es varen carregar 5 pl d'un marcador estandard de pesos moleculars
adequat per a la determinaci6 dels pesos moleculars i identificacié de la banda electroforética

corresponent a la proteina d’estudi; en el nostre cas utilitzarem el marcador All Blue.

Un cop les mostres es carregaren als gels de concentraci6, es varen sotmetre a un corrent
continu de 90 V, i un cop dins el gel de resoluci6 es va augmentar fins a 110 V. El temps
aproximat d’electroforesi va ser de 90 min, encara que depén del pes molecular de la proteina

d’estudi. El tampé d’electroforesi esta format per Tris-base 19,2 mM i glicina 0,19 M a pH 8,6.

2.5.1.2.  Immunobloting

Transcorregut el temps, es transfereixen les proteines a una membrana de
nitrocel-lulosa (GE Healthcare, Kent, Reino Unido). Per a realitzar l'electrotransferencia, el gel i
la membrana de nitrocel-lulosa es col-locaren xopades entre un conjunt de fulls de paper de
filtre (Whatman) i esponges, subjectes a una estructura de plastic i submergides en un tamp6 de
transferencia compost per Tris-base 19,4 mM y glicina 0,19 M y 20% d’etanol. A continuacio, es
va aplicar un amperatge de 350-400 mA durant 2 hores; tot el procés de transferencia es va

realitzar en fred.

Les proteines un cop transferides a la membrana, es troben disponibles per a poder
interaccionar amb altres molecules que ens permetin la seva identificacié. En aquest cas,
s’utilitzaren anticossos per a la seva identificacid, tecnica que rep el nom de immunoblotting.
Aquesta tecnica es basa amb la capacitat de determinar proteines que actuen com antigens

gracies al reconeixement especific d’aquestes per anticossos.

Un cop acabada la transferéncia, les membranes es bloquejaren, amb la finalitat d’evitar
la unio6 inespecifica de I'anticos, amb un 5% de llet desnatada en PBS durant 30 min. Un cop
finalitzat el bloqueig, la membrana es va incubar en una dilucié amb l'anticds primari, el qual es
va preparar en una solucié amb un 5% de BSA i un 0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich Co,St Louis,

MO); es deixa en agitaci6 tota la nit a 42C.

L’endema es va retirar la dissoluci6 amb 'anticos primari i es realitzaren 3 rentats de 5
min amb PBS i 0.1% Tween 20 per a poder passar a la segiient incubacié. A continuaci6, es va
incubar la membrana amb l'anticos secundari conjugat amb un fluorocrom (IRDye 800CW
Donkey anti-Mouse IgG (H + L) o IRDye 800CW Donkey anti-Rabbit IgG (H + L), LI-COR

Biosciences, USA) durant 1 h, cadascun corresponent a les proteines analitzades. L’anticos
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secundari es trobava en una dissolucié que contenia un 50% de soluci6é bloquejadora i un 50%
de PBS amb 0.1 Tween 20. A continuacid, es realitzaren 2 rentats de 5 min amb PBS i 0.1%
Tween 20 i un darrer rentat de 5 min amb PBS. Un cop es va comencar a treballar en preséncia

de I'anticos secundari, tot el procediment es va realitzar en condicions d’obscuritat.

Finalment les membranes es varen escanejar amb un espectroscopi d’infraroig proper
(Odyssey Infrared Imaging System, LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA) i es passaren a analitzar amb
el programa Image Studio v.3 per a obtenir els valors de densitat dptica integrada (DOI) de

cadascuna de les bandes.

Per a la detecci6 de les proteines totals i de a-tubulina s’utilitzaren les mateixes
membranes de nitrocel-lulosa. Per a fer-ho, s’utilitza la tecnica de stripping immonoblot, que ens
permet eliminar el sistema de detecci6 immunologic utilitzat previament i reutilitzar les
membranes per a la deteccié d’altres proteines. Ho realitzarem per determinar Akt Total ila a-

tubulina.

2.5.2.Deteccid a partir de ELISA Kits

S’ha utilitzat el CST’s PathScan® Phospho-Aktl (Ser473) Sandwich ELISA Kit per a la
determinaci6 del P-Akt; i el PathScan® Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) Sandwich
ELISA Kit per a la determinaci6 de P-Sé6rp. Per a la realitzacié de tots dos ELISA kits hem

desenvolupat el mateix procediment subministrat amb el kit.

Cada kit inclou una corba de sensibilitat que serveix com a referencia per a escollir la
concentracio6 inicial de lisi apropiada. La corba de sensibilitat ens mostra els resultats d'un assaig
tipic del kit en una série de punts de concentraci6 de lisi. A partir d’aquestes corbes nosaltres
férem un assaig amb diferents concentracions segons la proteina a estudiar a partir de la placa
de 72 h de SF-295; on amb resultats obtingut escollirem per a SF-295 la concentraci6 de 0.3
mg/ml per a la determinacié de P-Akt i la concentracié de 0.05 mg/ml per a les de P-Sé6rp. En
realitzar 'ELISA kit amb les mostres de 24 h i 48 de SF-295, es va produir una saturacié de certes
mostres i uns resultats ilogics; de manera que passarem a analitzar la linia A549 a 72 h
Unicament, i amb unes concentracions escollides menors; 0.1 mg/ml per a les mostres de

determinacié de P-Akt i la concentraci6 de 0.015 mg/ml per a les de P-Sérp.
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En primer lloc, temperarem les tires de pouets que necessitavem, deixant la resta de nou
emmagatzemada a 42C. A continuacié diluirem les mostres a partir del diluent de mostres (Elisa

Sample Diluent proporcionat en cada PathScan® ELISA Kit).

Afegirem 100 pl de cada mostra diluida de lisi cel-lular al pouet corresponent, el
segellarem amb el film adhesiu i incubarem la placa durant tota la nit a 4°C. Transcorregut
aquest temps, rentarem els pouets a partir del tamp6 de Rentat 20X subministrat en cada
PathScan® ELISA Kit segons el procediment descrit al protocol. Per a cada rentat, un cop
descartat el tampd, colpejavem suaument la placa contra un paper net a fi d’eliminar les restes

que poguessin quedar; pero evitant la dessecacié completa dels pouets.

Préviament, prepararem els anticossos reconstruits a partir del diluent d’anticossos
(Detection Antibody Diluent i HRP Diluent, PathScan® ELISA Kit ) i dels anticossos (Detection
Antibody i HRP-Linked Antibody, PathScan® ELISA Kit). Introduirem 100 pl de Detecci6 d’anticos
reconstruit corresponent a cada pouet, segellarem i incubarem les plaques a 37 °C durant 1 h.
Transcorregut el temps, repetirem el procés de rentat i afegirem 100 pl d’anticos secundari
reconstruit HRP-Linked corresponent a cada pouet. Segellarem les plaques de nou i s’'incubaren
a 37°C durant 30 minuts. Realitzarem el darrer rentat i afegirem 100 pl de Substrat TMB
(PathScan® ELISA Kit TMB Substrate #7004) a cada pouet. Segellarem i incubarem les plaques
durant 10 minuts a 37 2C. Finalment, afegirem 100 pl de Solucié de Parada (PathScan® ELISA Kit
STOP Solution #7002) a cada pouet.

La reacci6 inicial era de color blau, i un cop s’afegia la Solucié de parada es realitzava un
viratge a color groc. Per acabar, mitjancant la determinaci6é espectrofotométrica, es llegiren els
resultats amb una absorbancia de 450 nm dins els 30 minuts després d’haver afegit la solucié de
parada.

La informaci6 detallada en aquest apartat ha estat extreta dels protocols de PathScan®

Sandwich ELISA Protocol (for kits with Lyophilized Antibodies).

2.6. Analisis de les dades

Les dades es tractaren amb el programa GraphPad Prism v.6 (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA) per a dissenyar els grafics de barres corresponents. Els grups es compraren amb

analisis de la variancia (ANOVA); considerant estadisticament significatius els valors amb

p<0.01.
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3. OBJECTIUS
L’objectiu general d’aquest treball de fi de grau és la investigaci6 dels efectes antitumorals
del compost Minerval, farmac dissenyat de forma racional pel grup de Biomedicina Molecular
Cel-lular dirigits pel Dr. Escriba i Dr. Busquets. Els estudis es realitzaren en cancer de glioma in
vitro amb cél-lules SF-295; i alhora amb cél-lules d’adenocarcinoma huma A549, in vitro també.
Els objectius concrets d’aquest treball varen ser:

1. Aprendre les tecniques i meétodes de la investigaci6é proposada.

2. Investigar el mecanisme d’acci6 de Minerval sobre I'expressié de la proteina Akt, i

DHFR, en cél-lules SF-295 i A549 a partir de Western blot.
3. Posar a punt la técnica de CST’s PathScan® Sandwich ELISA Kit i es comprovar la seva

aplicaci6 a partir d'un estudi en els nivells de fosforilaci6 de les proteines Akt i S6rp, amb

les linies cel-lulars SF-295 i A549 .
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4. RESULTATS
4.1. Efecte de Minerval sobre els nivells de la proteina Akt i la seva forma activa (P-

Akt), i I'expressio DHFR a partir de Western Blot

Es va avaluar el mecanisme d’accié antitumoral de 20HOA sobre 'expressié de Akt i la
seva forma fosforilada. Es realitza en ambdues linies cel-lulars (SF-295 i A549) amb el mateix
temps de tractament, 72 h. Alhora també es va tenir en compte I'expressié de DHFR, enzim

involucrat en la sintesi de DNA i replicacio.
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Figura 3. Efecte del tractament amb 20HOA sobre 'expressié de Akt Total i fosforilada, i alhora sobre DHFR. Les
proteines es separaren per Western Blot. (A) Diferéncies en els nivells de Akt Total. (B) Diferéncies en els nivells de
Akt fosforilada. (C) Diferéncies en l'expressid de DHFR. S'indica un Western Blot representatiu baix cada figura
corresponent. C= Control. 200= Tractat amb 20HOA 200 pM. EGF= Tractat amb 25ng/ml de EGF. Les dades es troben

representades en % referent als controls . La a-tubulina es va utilitzar com a control de carrega. **=p>0.01; (n=3).

A partir del Western Blot es va poder observar com Minerval induia un efecte sobre els
nivells de la proteina Akt; tant en el cas de Akt Total (Figura 3A) com amb la forma activa de la
proteina (Figura 3B), reduint-los. D’altra banda, els resultats sobre el tractament amb I'estimul
EGF es varen mantenir constants en ambdds casos, demostrant com EGF no mostra efectes

d’induccié considerables en la via PI3K/Akt de SF-295.

D’altra banda, 'expressié de DHFR va mostrar una elevada i representativa disminucio
en les cel-lules tractades amb 20HOA respecte als controls. En aquest cas, la sobre estimulacié a

partir de EGF si que es va veure reflectida per a I'expressié de DHFR (Figura 3C).
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Figura 4. Efecte del tractament amb 20HOA sobre I'expressié de Akt Total i fosforilada, i alhora sobre DHFR. Les
proteines es separaren per Western Blot. (C)Diferéncies en els nivells de Akt Total. (D) Diferéncies en els nivells de
Akt fosforilada. (F) Diferencies en l'expressié de DHFR. S’'indica el Western Blot representatiu baix cada figura
corresponent. C= Control. 200= Tractat amb 20HOA 200 uM. I= Tractat amb 0,6 pM d’insulina. Les dades es troben

representades en % referent als controls. La a-tubulina es va utilitzar com a control de carrega. **=p>0.01; (n=3).

Pel que fa a la linia cel-lular A549 es varen donar cassos semblants. Minerval va induir de
nou una disminucio en els nivells de Akt, tant total com fosforilada, de les cel-lules tractades. En
aquest cas, 'estimul utilitzat va ser la insulina, la qual va mostrar efectes molt positius sobre la
inducci6 de la via PI3K/Akt, ja que els nivells d’aquesta proteina es troben sobre expressats

quant al control (Figures 4D i 4E).

L’enzim DHFR també va mostrar una menor expressid, corroborant l'eficiencia de
Minerval en el tractament. A més, la insulina també va donar resultats positius sobre I'expressié

de DHFR, elevant el seus nivells respecte el control (Figura 4F).

Les dades representades a totes les figures es troben expressades com a percentatge
respecte a les cel-lules tumorals no tractades. L’analisi d’ambdues linies es troba interpretat a de

GraphPad Prism v.6.
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4.2. Posta a punt de la técnica CST’s PathScan® Sandwich ELISA Kit i comprovacio6 a

partir dels nivells de fosforilacié en Akt i S6rp

Es va estudiar I'efecte de Minerval (20HOA) sobre la fosforilaci6 de les proteines Akt i
Sérp, ambdues proteines relacionades en la via PI3K/Akt, via amb un paper important en la
supervivencia cel-lular i inhibici6 de I'apoptosi. Part de I'estudi es va fer a partir dels Sandwich
ELISA Kits, realitzant una posta a punt de la tecnica. Es va elaborar una prova amb diferents
concentracions proteiques a partir de la placa de SF-295 amb 72 h de tractament, tant per a Akt

com per Sérp (Figura 5). A partir de les corbes, es varen escollir les concentracions per a les

posteriors determinacions; quant a Akt es va escollir 0.3 mg/ml, i per a Sérp 0.05 mg/ml.
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Figura 5. Corbes patr6 de P-Akti Sérp a partir de diferents concentracions proteiques de la mostra SF-295 a

72h.

Tot i aixi, els resultats obtinguts a partir de ELISA Kits no varen ser els esperats. Les
cel-lules SF-295 si que presentaren uns valors estimats, on els nivells de P-Akt de les cel-lules
tractades amb 20HOA a 72 h, presenten un valor molt més baix en referéncia als control (Figura
8A). D’altra banda, quant a Sérp es va poder observar una lleugera baixada en les cél-lules
tractades amb 20HOA, sense mostrar una clara accié d’aquest sobre la seva expressié (Figura
8B). Alhora l'estimul utilitzar per a tractar SF-295, Endotelial Grouth Factor (EGF) no va mostrar
canvis considerables sobre I'estimulacié de la via PI3K/Akt. En tractar les cel-lules de la mateixa
linia cel-lular (SF-295) amb les mateixes concentracions establides, pero diferent temps de
tractament (24 h i 48 h) els resultats obtinguts mostraren saturacions o incoherencies en quant

al tractament.

D’altra banda, en realitzar la prova amb la linia cel-lular A549 amb 72 h de tractament es

presentaren també uns valors no estimats: en el cas de P-Akt, els nivells es troben constants en les
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mostres estudiades, indicant que 20HOA no indueix efecte sobre les cél-lules A549 (Figura 6C). |

en el cas de Sérp, els valors representats son il-logics (Figura 6D).
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Figura 6. Efecte del tractament amb 20HOA sobre les proteines Akt i S6rp. Determinacié a partir de ELISA
Kits. Les dades d’absorbancia es troben representades en % referent als controls. (A) Diferéncia en els nivells de
fosforilaci6 de Akt en cel-lules SF-295. (B) Diferencia en els nivells de fosforilacié de Sé6rp en cel-lules SF-295. (C)
Diferéncia en els nivells de fosforilacié de Akt en cel-lules A549. (D) Diferencia en els nivells de fosforilacié de Sérp en

cel-lules A549.
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5. DISCUSSIO

Els tumors com el glioma presenten un pronostic desfavorable i actualment unes
limitacions terapéutiques. Els tumors primaris cerebrals, entre el quals el glioma és el més comu,
presenten una elevada taxa de mortalitat (90%) (Brenner et al, 2009). Entre els gliomes
existents, el glioblastoma n’és el més agressiu, a causa de la seva rapida proliferaci6 (Louis,
2006). D’altra banda, el cancer de pulmé és la primera causa de mort al moén, provocant més d'un
milié de morts a I'any (MacKinnon et al., 2010). Desafortunadament, les terapies aplicades per
ambdos cancers no presenten resultats a llarga durada (Isaacson, 2000; Jemal et al., 2006). Com
a conseqiiéncia d’aquesta manca de alternatives terapéutiques, un objectiu important en aquesta
estudi va ser estudiar leficiéencia de Minerval (20HOA) sobre dues linies cel-lulars
corresponents als cancers esmentats; SF-295 (glioblastoma) i A549 (adenocarcinoma de

pulmd).

La via de senyalitzacié del fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) juga un paper central en la
regulacié del creixement cel-lular, proliferacid, supervivencia, angiogénesi i metabolisme. La
senyalitzacio inadequada de PI3K, a causa de les aberracions genétiques, és un dels fets més
freqiients en el cancer huma (Yuan et al.,, 2011). Akt és una proteina citosolica que promou la
supervivencia cel-lular a través de la inactivacié per fosforilacions de dianes en la via de
I'apoptosi. S’ha trobat que Akt desenvolupa un paper important en la supervivencia de les linies
cel-lulars experimentals de cancer de mama, prostata, ovari, pulmo6 i teixit cerebral (David,
2001). D’altra banda, la proteina ribosomal S6 (Sé6rp) codifica per a proteines involucrades en la
progressié del cicle cel-lular (Peterson et al, 1998). Acord amb l'esmentat, en aquesta
investigacid es va fer un estudi sobre les proteines Akt i S6rp, ambdues relacionades en la via

PI3K/Akt, per a veure els efectes de 20HOA sobre les linies cel-lulars SF-295 i A549.

5.1. Efecte de Minerval sobre els nivells de la proteina Akt i la seva forma activa (P-

AKt), i I'expressio DHFR a partir de Western Blot

En primer lloc, realitzarem un estudi sobre el mecanisme d’acci6 que Minerval induia en
les linies cel-lulars SF-295 (glioma huma) i A549 (adenocarcinoma de pulmd) baix I'efecte de 72
h de tractament. Per a aquesta determinacid es va emprar la técnica de Western blot, ja empleada

en estudis previs sobre aquesta determinacio.

A partir dels resultats es va mostrar com 20HOA indueix un efecte sobre la proteina Akt,

i per tant sobre la proliferacié i supervivencia cel-lular. Els nivells de la proteina Akt varen
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decréixer en ambdues linies cel-lulars després del tractament amb 20HOA. La proteina Akt (Akt
total) esperavem que mostres una constancia entre les diferents condicions estudiades i es
produis un canvi en els seus nivells de fosforilacié. Perd s’ha observat com Akt no ha mostrat
constancia, sind valors semblants a la proteina fosforilada; per tant els que ha induit 20HOA ha
estat un canvi en els nivells d’aquesta proteina. Una reducci6 en els nivells de Akt es podria

associar amb una reducci6 en al proliferacié i supervivencia de les cél-lules tumorals.

L’estimulacié de les vies de creixement cel-lular a través de EGF en la linia SF-295 no va
presentar valors destacats en comparacié amb el control. Shauria de realitzar un estudi més
detallat sobre aquesta inexpressio, provant d’aplicar diverses concentracions de EGF sobre

aquesta linia d’investigacio.

Es podria realitzar un estudi més profunditzat sobre I'efecte de 20HOA a la linia cel-lular
SF-295, on caldria realitzar immunoblots amb més repeticions, temps de tractaments i dianes.
Alhora, també es podien realitzar estudis in vivo, en models de xenotransplants de glioma huma
SF-295. Per ara no hi ha publicacions sobre I'efecte de 20HOA en la linia cel-lular SF-295, ja que
s’estan portant a terme aquests els estudis actualment. Tot i aixi, si que s’ha demostrat l'efecte
positiu de 20HOA sobre altres linies cel-lular de glioma, com en el cas de SF-767 (Terés et al,,
2012); on entre els diversos estudis realitzats, es demostra una disminuci6 de la fosforilacio d’

Akt en el tractament amb 20HOA.

La via de senyalitzacié de Akt s’ha identificat com una potencial diana terapeutica en el
cancer de pulmé no micocitic (A549), ja que freqiientment es troba de forma constitutiva en
aquest tipus de cancer de pulmé (David, 2001; Tang et al., 2006). Amb la linia A549 es mostraren
resultats semblants; 20HOA va induir un efecte sobre els nivells de Akt, reduint-los. Aquest
resultat es traduiria amb una disminucié del creixement cel-lular de A549 baix els efectes de
20HOA en quant a estudis previs. Treballs d’investigaci6 realitzats per LLadd et al, 2009 ja
indicaren l'eficiencia de 20HOA in vitro en cel-lules de cancer de pulm6 A549; demostrant que el

tractament d’aquestes cel-lules amb 20HOA inhibia la seva proliferacid.

En aquest cas, I'estimul cel-lular escollit va ser la insulina, a partir de la qual si que es
varen poder observar resultats representatius. Tant els nivells de Akt total, com els de Akt
fosforilada, mostraren un increment considerable en referéncia al control. Per tant, la insulina ha

resultat ser un bon estimul per a linia cel-lular A549.
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L’enzim DHFR es troba involucrat en la sintesi de DNA i per tant en la progressid
cel-lular, esdeveniment clau en el cas del cancer. En investigacions anteriors realitzades per
LLad6 et al., 2009 demostraren com 20HOA induia una reduccié significativa en els nivells
d’expressio de DHFR. En aquest estudi els resultats concorden en referencia als estudis previs;
20HOA ha demostrat una reduccié en I'expressié de DHFR tant en la linia cel-lular A549 com en
el cas de SF-295. Aquesta disminuci6 indica dificultat alhora de la replicacié del DNA, i per tant la
detenci6 de la proliferaci6 en les cel-lules tumorals. Com a resultat, es déna una disminuci6 en la

progressio dels tumors.

5.2. Posta a punt de la técnica CST’s PathScan® Sandwich ELISA Kit i comprovacio a

partir dels nivells de fosforilacié en Akt i S6rp

En el nostre estudi realitzarem una posta a punt de la tecnica CST’s PathScan® Sandwich
ELISA Kit a partir del tractament cel-lular de la linia SF-295. S'utilitzaren dos Sandwich ELISA
kits; un d’ells dirigits a P-Akt i I'altre a P-Sérp. Realitzarem una corba patré a partir de diferents
concentracions escollides d’acord amb les demostracions indicades a cada kit. Per realitzar-la,

s’utilitzaren cel-lules SF-295 a 72 h.

A part, es va voler comprovar el mecanisme d’accié de 20HOA a partir de I'aplicaci6 dels
ELISA kit. Per a la linea cel-lular SF-295 a 72h, I'aplicacié del ELISA kit si que va mostrar un
efecte de 20HOA sobre la fosfrilacié de Akt, reduint els seus nivells. D’altra banda, Sérp va
mostrar una reduccid del seus nivells de fosforilaci6 amb el tractament de 2Z0HOA, pero sense
mostrar uns resultats prou representatius. Aixo es podria deure, a que la proteina Sé6rp es troba
en una posici6 molt downstream a la via de PI3K/Akt. En aquest cas, caldria realitzar
investigacions més centrades en proteines directament relacionades amb Sé6rp, com per exemple
en la via de mTOR; ja que la fosforilaci6 de S6rp és important per mTOR en la regulacié del
creixement cel-lular, i I'absencia d’aquesta equivaldria a la inhibici6 de mTOR (Ruvinsky et al.,
2006). D’altra banda, I'estimulacié de la via PI3K/Akt a partir de EGF no va mostrar una

activacio representativa de la via en la linea SF-295.

A partir de la repetici6 del protocol, amb les concentracions establides a partir de les corbes
sobre la linia cel-lular SF-295 amb un temps de tractament de 24 i 48 h, els resultats obtinguts
mostraren saturacions i incorreccions. En realitzar la prova de nou en la linia cel-lular A549, aquets
tampoc va mostrar resultats concloents. La causa d’aquesta incoheréncia potser radica en la
congelaci6 de certs components del ELISA kit, com en el cas dels anticossos, tot i que en principi

no es solen donar cassos de degradacié per aquest motiu. O bé, aquest resultats sén propis
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d’error huma alhora de realitzar I'estudi, tot i que es va seguir detalladament el protocol

determinar de igual manera que amb la linia anterior.

Per assegurar l'eficiéncia 20HOA a partir de ELISA kits caldria realitzar 'experiment a
partir d'un creixement i tractament de les linies cel-lulars de novo. Tot i aixi, aquest estudi
reflecteix una possible inutilitzacié6 d’aquest ELISA kit en la determinacié de l'eficiencia de
20HOA. Caldria realitzar uns altres ELISA kits per observar realment si a partir d’aquesta técnica
es poden establir resultats concloents sobre l'acci6 de 20HOA. Aquest estudi seria de gran
interes ja que ELISA kit és un metode alternatiu amb un pronostic més immediat en referéncia a

la técnica més estandarditzada de determinacio, el immunobloting o Western Blot.
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6. CONCLUSIONS

Les conclusions extretes a partir dels estudis realitzats han set:

1. Quant als estudis in vitro, a partir de Western blot s’ha comprovat que Minerval indueix
un efecte antiproliferatiu sobre les cel-lules de glioma SF-295 i les cel-lules de pulm6
A549, amb una reducci6 dels nivells de la proteina Akt.

2. El tractament amb Minerval redueix I'expressié de DHFR, necessaria per a la sintesi de
purines i pirimidines, i en general la replicaci6 del DNA. Aquests resultats indiquen en
part que l‘efecte antitumoral de Minerval es troba lligat a DHFR.

3. Referents a la tecnica ELISA kit, no s’ha pogut demostrar realment l'eficiencia d’aquesta
tecnica de determinacid en el nostre estudi. Caldria una investigacié6 més profunditzada
sobre I'aplicaci6 de ELISA kits.

4. Potenciar la terapia lipidica de membrana com a tractament per a una de les malalties

amb més incideéncia com és el cas del cancer.

Per concloure, m’agradaria potenciar la idea de la terapia lipidica de membrana quant al
tractament del cancer. Aquesta terapia és un nou enfocament terapeutic on 'alteracié dels lipids
de membrana son I'objectiu principal. La varietat de lipids, les diferents estructures que formen,
i les alteracions de la membrana lipidica que es donen en un elevat nombre de patologies,
indiquen que la terapia lipidica de membrana es podria desenvolupar per a tractar un gran
nombre de malalties humanes. Generalment tots els tractaments es troben relacionats amb
'alteracié d’'una unica proteina; en canvi la terapia de membrana lipidica, a través de la qual
Minerval actua, modifica gran part de les vies i proteines que es troben relacionades directament
amb aquesta i que promouen senyals de proliferacio i supervivéncia cel-lular. Per tant, Minerval
podria ser un farmac de referéncia per al tractament de glioma i cancer de pulmo6, a més de

molts altres cancers, gracies a la seva elevada eficacia i nul-la toxicitat.
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