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RESUM

El cancer colorectal és el tercer tipus de cancer amb més incidéncia a nivell mundial
i el segon pel que fa a l'index de mortalitat. Actualment, I'inic tractament amb
intencié curativa, quan no hi ha evidéncies que el tumor s’hagi disseminat, és la
cirurgia. Aquesta cirurgia pot derivar en diverses complicacions entre les quals
destaca la fuga anastomotica. Aquest fet acostuma a donar lloc a una infeccié
intraperitoneal i s’ha vist que els pacients que la pateixen tenen un index de
recurréncia tumoral més elevat. El meu grup de recerca d’acollida ha proposat que
I'ambient inflamatori causat per la infeccié podria afavorir un canvi fenotipic del tipus
transicio epiteli-mesénquima (EMT) sobre les cél-lules tumorals residuals,
mecanisme que esta relacionat amb la metastasi. En aquest projecte s’ha volgut
observar com diversos temps d’exposicié a un medi inflamatori afecten el fenotip de
les cel-lules de cancer de colon SW620, aixi com si els canvis fenotipics induits pel
medi inflamatori reverteixen o bé es mantenen en el temps quan es retira el
tractament. L'estudi de la capacitat invasiva/migratoria in vitro i de I'expressio de
gens caracteristics de la EMT ha mostrat que el manteniment del fenotip
mesenquimal requereix de [l'estimul inflamatori continu. La capacitat invasiva
assolida durant els primers dies de tractament no es veu incrementada quan
I'exposicié al medi inflamatori s’allarga diverses setmanes. En conjunt els resultats
suggereixen que els canvis fenotipics induits pel medi inflamatori no sén deguts a un

mecanisme epigenetic siné que son dependents de I'estimul.

Ambient Inflamatori, Cancer colorectal, Infeccié post-operatoria,

Recurréncia tumoral, Transicio epiteli-mesenquima (EMT).
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ABSTRACT

Colorectal cancer is the third most common cancer worldwide and the second cause
of cancer-related death. Nowadays, the only therapeutic treatment with curative
intention is surgical excision, provided that there is no evidence of tumor
dissemination. Surgery may lead to postoperative complications, particularly the
anastomotic leakage. Subsequent intra-abdominal infection is related with higher
rates of tumor recurrence. My research group has proposed that the inflammatory
response caused by the infection could induce phenotypic changes of the epithelial-
to-mesenchymal transition (EMT) on residual cancer cells, and this mechanism is
related to metastasis. In this project, we studied how different exposure times to an
inflammatory medium affect the phenotype of SW620 colon cancer cells. As well as
whether the phenotypic changes stimulated by the inflamatory medium revert or
remain in time when treatment is removed. The in vitro study of invasive/migratory
capacity and expression of EMT genes has shown that maintenance of
mesenchymal phenotype requires continuous inflammatory stimulation. The invasive
capacity achieved during the first few days of treatment does not increase when the
exposure to inflammatory medium lasts several weeks. Together these results
suggest that phenotypic changes induced by an inflammatory medium do not involve

an epigenetic mechanism but are dependent on the stimulus.
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INTRODUCCIO

La paraula cancer engloba més de 200 malalties amb causes, evolucio i tractament
especifics, sent el seu denominador comu la perdua dels mecanismes cel-lulars i
fisiologics de control de la divisid cel-lular (www.aaec.es). L’any 2018 es va
diagnosticar més de 18 milions de nous casos de cancer al mon, i 9,5 milions de
persones van morir per aguesta malaltia, sent la segona causa de mort després de

les malalties cardiovasculars.

El cancer pot afectar a qualsevol organ, pero els que tenen una major incidencia son
el cancer de pulmé (11.6%) i el de mama (11.6%), seguits del cancer colorectal
(10.2%) i el de prostata (7.1%). El cancer de pulmé és també el que causa una major
mortalitat (18,4%) a continuacié tenim el cancer colorectal (9.2%) i el cancer

d’estomac (8.2%) (gco.iarc.fr).

Pel que fa al sexe, el cancer té nivells d’incidéncia i mortalitat molts semblants en
homes i dones. La diferéncia principal la trobem en que el tipus de cancer més comu

en les dones és el cancer de mama i en els homes el de pulmo.

Aquest treball es centra en un problema clinic: la recurréncia tumoral, i sobre com
factors associats a la intervencié quirargica la poden afectar. Concretament, la linia
de recerca del Grup Recerca Clinica i Translacional en Neoplasies Colorectals de
'IMIM esta centrada en lestudi dels mecanismes pels quals les infeccions
postoperatories afavoreixen la recurréncia de pacients amb cancer colorectal.
Segons I’Agencia Internacional per a la Recerca del Cancer quasi 2 milions de casos
nous de cancer colorectal van ser diagnosticats I'any 2018 a tot el mén, uns 37 mil
casos a Espanya, sent el tercer tipus de cancer amb més incidéncia a nivell mundial.
Pel que fa a la mortalitat un 9,2% de les morts ocasionades per cancer son degudes
al cancer colorectal, sent el segon tipus de cancer en causar més morts durant el
2018 (gco.iarc.fr).

El cancer colorectal és diagnosticat arreu del mén, perd és més coml en zones
desenvolupades. Fins i tot s’ha relacionat el creixement econdmic de certs paisos,
com ara la Xina, amb la incidéncia de la malaltia (Holmes, 2015). Aix0 es deu a
caracteristiques propies de les societats avancades que tenen relacié directa amb

factors de risc que afavoreixen l'aparicié de la malaltia com ara: la millora de la
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qualitat de vida que fa que les persones visquin més anys, els mals habits
alimentaris, el consum de tabac, el consum d’alcohol, la manca d’exercici fisic i
I'obesitat (Kuipers et al., 2016).
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La primera part de I'intesti gros és el cec, on es troba I'apéndix, tot seguit trobem el
colon ascendent, el colon transvers i el colon descendent. | per finalitzar el recte i

'anus (American Cancer Society, 2019).

En la majoria de casos el cancer colorectal s’origina a partir d’'un polip. Els polips sén
tumoracions visibles macroscopicament que es donen en una mucosa epitelial, en
aguest cas al revestiment intern de lintesti. En aquest sentit, el 96% de tumors de
cancer colorectal sén adenocarcinomes, és a dir s’han originat a partir de cél-lules

de la mucosa intestinal.

L’evolucio de les cél-lules epitelials que donen lloc al adenocarcinoma segueix una
série de canvis histologics, epigenetics i genetics ben definits. Les cel-lules que
formen l'epiteli de lintesti s’organitzen donant lloc a plecs formats per vellositats i
criptes. S’ha observat que la pérdua de I'estabilitat genética i epigenética s’inicia en
cel-lules que formen part de la cripta, lloc on resideix el compartiment de cél-lules
mare del teixit. Un cop iniciat el proceés les cel-lules epitelials donen lloc a una cripta
aberrant, que es caracteritza per estar meés elevada que la resta de mucosa i per

estar formada per un epiteli més gruixut que deixa de ser monocapa (Alrawi et al.,
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2006). Aquesta cripta dona lloc a un polip i aquest a un adenoma amb una histologia
tubular. Arribat a aquest punt ja s’ha format un tumor benigne que pot progressar fins
a esdevenir un tumor neoplasic, és a dir un adenocarcinoma. Aquest procés esta
dirigit per una gran acumulacié de mutacions i canvis epigenetics, i pot durar entre
10-15 anys. Cal dir també que només un 10% dels polips progressen fins a

esdevenir cancerigens (Kuipers et al., 2016).
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Figura 2. Evolucié de les cél-lules d'un epiteli normal fins a la formacié de 'adenoma (modificada a partir de
Kuipers et al., 2016).

Existeix un mecanisme generalitzat pel qual té lloc la transformacioé cel-lular que
déna lloc a la formacioé de criptes aberrants. en I'epiteli normal, APC és una proteina
que manté els nivells de B-caterina limitats induint la seva degradacio. La 3-caterina
forma part dels complexes d’adhesié intercel-lular a I'epiteli. Ja sigui per mutacions
d’APC, que impedeixen la seva associacié amb la B-caterina, o bé per mutacions en
regions de la propia B-caterina, que impedeixen que sigui reconeguda com a
proteina a ser degradada, té lloc una acumulacié de B-caterina que posa en marxa
una segona funcié com a factor de transcripcié. Aquesta segona funcié activa un
programa d’expressio génica relacionat amb la proliferacié cel-lular i la inhibicié de la
diferenciacié terminal (Oving and Clevers, 2002). Hom pensa que aquest és el

primer pas en la formacié de tumors colorectal.

Hi ha diferents sequencies de canvis moleculars que es poden donar fins a la
formacié del tumor maligne. En el cancer de colon la causa més comu d’inestabilitat
genomica es donada per la inestabilitat cromosomica. Aquesta inestabilitat dona lloc
a la pérdua de gens supressors de tumors com ara APC, TP53 i SMAD4. En la Taula
1 podem veure més canvis genetics implicats en la progressio del cancer colorectal
(Markowits and Bertagnolli, 2010).

m Noemi Garcia Serra | Treball de Fi de Grau
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Taula 1. Patrons d’inestabilitat genomica del cancer colorectal (Markowits and Bertagnolli, 2010).

Inestabilitat
cromosomica, pérdua
de la heterozigositat en
multiples locis
Reparaci6 de defectes
en el DNA per
mismatch, cancer de
colon hereditari
Defectes en la reparacié
del DNA per mismatch,
cancer colorectal
esporadic
Metilacié d’illes CpG

Reparaci6 de defectes
en el DNA per escissio
de bases

Somatic

Linia germinal

Somatic

Somatic

Linia germinal

APC, TP53, SMAD4

MLHQ, MSH2, MSH6

Metilacions en MLH1

Loci diana MLH1,
MINT1, MINT2, MINT3

MYH

Caracteristic del 80-85%
dels casos esporadics
de cancer colorectal

Progressié del tumor
accelerada i gran risc de
metastasis

Poc agressiu i
normalment situat a la
part ascendent del colon

Caracteristic del 15%
dels cancer colorectals
Desenvolupament de 15
0 més adenomes amb
gran risc de produir
cancer colorectal

Pel que fa a la histologia de lintesti es pot dividir en quatre capes: la mucosa, la

submucosa, la capa muscular i la serosa. En el cancer colorectal es poden establir

quatre estadis diferents que ajuden a determinar I'estat del tumor segons la capa de

l'intesti fins a la qual les cél-lules cancerigenes han penetrat (Chang et al., 2012):

Estadi I. Les cél-lules tumorals es troben a la paret interna de l'intesti, és a dir

en la capa mucosa.

Estadi Il. Les cél-lules tumorals s’estenen més enlla de les parets de l'intesti

envaint la submucosa fins arribar a la capa muscular.

Estadi Ill. Les cel-lules tumorals han penetrat al vasos limfatics o sanguinis, i

s’han disseminat als ndduls limfatics propers.

Estadi IV. Les cél-lules tumorals estan presents als noduls limfatics més

propers i poden estar presents en altres organs del cos, com ara el fetge o els

pulmons.

Treball de Fi de Grau | Noemi Garcia Serra
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Figura 3. Capes de lintesti gros i estadis del cancer colorectal (modificada a partir d’'una

imatge de www.mgq.edu.au)

Establir en quin estat es troba el tumor és essencial per determinar el tractament que
s’ha d’aplicar al pacient i poder fer un pronostic de I'evolucié de la malaltia (American
Cancer Society, 2019).

Tractament de la malaltia

A dia davui lI'unic tractament amb intencié curativa disponible per al cancer
colorectal és la cirurgia. Es necessari realitzar una avaluacié completa dels pacients
abans de 'operacié per tal que el cirurgia trii correctament I'abast de la reseccié que
haura de practicar. Aquesta avaluacié consisteix en: una colonoscopia per tal de
tenir una examinacié endoluminal; una biopsia per a realitzar un diagnostic histologic
del teixit cancerés; analisi de sang; test de funcionalitat hepatica; analisi dels nivells
d’antigen carcinoembrionic per poder monitoritzar els signes de recurrencia; i una
tomografia computada del pit, 'abdomen i la pelvis per comprovar si hi ha metastasi
en altres organs. En alguns casos en els quals el pacient té el colon obstruit
completament, i per tan no es pot completar la colonoscopia, s’ha de realitzar un

estudi radiologic per a completar I'avaluacié (Chang et al., 2012).
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Un cop caracteritzat el tumor es decideix I'extensié que tindra la reseccio practicada
al pacient tenint en compte el lloc on es troba i el nombre de ganglis limfatics
afectats. Habitualment, quan es tracta de cancer colorectal en els estadis I, Il i lll, es
realitzen dos talls situats a més de 5 cm del tumor per cada costat d’aquest i es
practica una anastomosi entre els extrems que queden lliures. Pel que fa als noduls
limfatics és aconsellable extreure i avaluar al menys 12 d’ells. Es considera una
reseccio completa quan el nodul limfatic extret més llunya al tumor no conté cél-lules

cancerigenes (Kuipers et al., 2016).

En pacients amb cancer en un estadi lll avangat o estadi IV es recomana fer un
tractament neoadjuvant, ja sigui quimioterapia o radioterapia, amb la finalitat de
reduir la mida del tumor i garantir millors resultats en la posterior cirurgia. Pel que fa
als tractaments adjuvants, i tot i que no s’ha demostrat que tinguin un gran benefici
per al pacient, es recomana la quimioterapia a pacients en estadi Ill a partir de la
deteccid d’'un cert nombre de ganglis afectats i, en el cas de pacients en estadi IV
sempre (Kuipers et al., 2016). Quan la malaltia es troba en estadi IV acostuma a ser

incurable.

Tot i que el factor més important a tenir en compte per a efectuar un pronodstic sobre
'evolucié de la malaltia és I'estadi en el qual es troba el tumor, també cal tenir molt
presents les complicacions que es poden donar durant el postoperatori en pacients
als quals se’ls hi ha practicat cirurgia amb intencié curativa. En concret existeix la
possibilitat que el pacient pateixi una fuga anastomotica, que consisteix en
I'alliberament del contingut intraluminal de l'intesti a través de la unié quirdrgica, i
consequentment una infeccid intraperitoneal. Diversos estudis han associat aquesta
infeccié postoperatoria amb un risc més alt de recurréncia tumoral (Salvans et al.,
2014).

En el grup de recerca on he fet 'estada de practiques s’han realitzat diverses
investigacions per tal de conéixer millor la relacié entre la infeccio postoperatoria i la
recurréncia. Un d’aquests estudis va consistir en tractar cél-lules de cancer de colon
amb sang o bé fluids peritoneals de pacients que havien patit una fuga anastomotica
després d’haver estat operats. Els resultats van mostrar que les mostres de pacients

amb infeccidé postoperatoria incrementaven la capacitat invasiva de linies cel-lulars

Treball de Fi de Grau | Noemi Garcia Serra m
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tumorals en assajos in vitro. Aquesta troballa va fer pensar que factors solubles que
es troben en I'ambient inflamatori causat per la infeccié tenien un efecte directe
sobre les cél-lules residuals de cancer que havien pogut quedar després de la
cirurgia (Salvans et al., 2014). Es per aix0 que més tard van realitzar un altre estudi
en el qual es va descriure el patr6 d’expressido génica dels leucdcits circulants,
cel-lules relacionades directament amb la resposta inflamatoria, de diferents pacients
que també havien patit una infeccié intraperiotoneal després de la cirurgia. Els
resultats d’aquesta investigacio van revelar que algunes de les citocines alliberades
durant la resposta inflamatoria estan relacionades amb processos tumorals que
promouen la progressié del cancer tals com invasivitat, angiogénesis, resistencia a

I'apoptosi i 'immunoevasio (Alonso et al., 2017).

Un altre fet que també s’ha descrit en publicacions anteriors del mateix grup de
recerca son els canvis fenotipics que es donen en linies cel-lulars de cancer de
colon, com sén SW620 i HT-29, quan es tracten amb un medi inflamatori semblant al
que es produeix en resposta a una infeccid bacteriana (Marcuello et al., 2018).
Després de diversos assajos, com ara l'assaig d’invasio o I'analisi de I'expressio
genica, van determinar que els canvis fenotipics observats recordaven a la transicio

epiteli-mesénquima (EMT).

La EMT és el procés mitjancant el qual les cel-lules epitelials adopten el fenotip propi
de les cel-lules mesenquimals, i és un fenomen caracteristic de certes fases que és
donen durant el desenvolupament embrionari. Els trets més caracteristics de la EMT
sén la interrupcié de les unions intercel-lulars, la perdua de polaritat cel-lular, la
reorganitzacio del citoesquelet i 'augment de la motilitat cel-lular. De tal manera que
les cél-lules adquireixen capacitat migratoria, capacitat invasora i resistéencia a
'apoptosi. Les cél-lules tumorals aprofiten aquest mecanisme per a adquirir capacitat

invasiva i metastasica durant la progressio tumoral.

Aquest pero és un fenomen de naturalesa transitoria, el procés contrari de la EMT és
la transici6 mesenquima-epiteli (MET). Aquest procés és important en la re-
diferenciacio cel-lular i la colonitzacié que han de produir les cél-lules en un teixit

diferent al d’origen per a produir metastasi (Liao and Yang, 2017).
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Figura 4. Canvis dinamics que es produeixen entre el fenotip mesenquimal i epitelial en cél-lules cancerigenes
durant la metastasis. L'activacié de 'EMT proporciona a les cél-lules capacitat de migracio i invasié que faciliten
la disseminacié del cancer. Un cop les cél-lules mesenquimatiques han arribat al lloc on produeixen la metastasis
reverteixen els canvis tornant al seu fenotip epitelial gracies a I'activacié de MET, aquest pas es fonamental per a

que les cél-lules cancerigenes puguin colonitzar el nou teixit (Liao and Yang, 2017).

A més a més dels canvis morfologics que es poden observar en les cel-lules amb el
microscopi, a nivell de genoma també es produeixen una série de modificacions
caracteristiques de les EMT. Un dels canvis més importants és l|‘activacio dels
factors de transcripcié de la EMT (EMT-TFs), la funcié d’aquets factors és reprimir la
expressid de gens epitelials i activar gens mesenquimals. Entre aquets gens trobem
Snaill que incrementa la expressié de gens mesenquimals com ara la fibronectina, i
ZEB1 que al igual que Snail1 s’'uneix a les E-boxes i reprimeix la expressié de la E-
cadherina, proteina encarregada de mantenir les cél-lules epitelials unides entre

elles, facilitant la migracio cel-lular (Liao and Yang, 2017).

En el treball esmentat anteriorment, realitzat per investigadors del grup de recerca
on he realitzat les practiques, es descriuen una série de gens que son induits pel
medi inflamatori i, a més, son caracteristics de la EMT. Per una part es veu induida

'expressid de gens mesenquimals com soén la fibronectina (FN1) i la vimentina
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(VIM); i per altra banda també s’indueixen gens relacionats amb I'activitat invasiva
cel-lular, alguns dels quals son dianes del factor de transcripcié B-catenina/TCF-4
com ara MMP7, CCD1 o MET, aixi com els EMT-FS préviament esmentats SNAI2 i
ZEB1 (Marcuello et al., 2018).
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OBJECTIUS

El grup d’investigacio que m’ha acollit per a la realitzaci6 d’aquest treball havia
estudiat I'adquisicié d’un fenotip invasiu per part de linies cel-lulars de cancer de
colon en ser tractades amb un medi inflamatori durant 1 o 2 dies (Marcuello et al.,
2018). No obstant, desconeixien com aquest fenotip evolucionaria si el tractament
s’estengués durant més dies i/o setmanes. Per altra part, tampoc no es coneixia si el
canvi fenotipic induit per aquest tractament agut era un canvi permanent en les
cel-lules, la qual cosa implicaria I'activaci6 de mecanismes epigenétics, o bé les

cel-lules retornarien al fenotip epitelial si es retirés el tractament inflamatori.

Per tant, els objectius que es pretenen assolir en la realitzacié d’aquest treball sén
els seguents:
Caracteritzar els efectes in vitro d’'un medi inflamatori sobre cél-lules de
cancer de colon durant un tractament continu de fins a 6 setmanes i, en
paral-lel, després de la retirada d’'un estimul inflamatori de 24 hores.
Veure si el temps de tractament amb medi inflamatori influeix en el canvi
fenotipic que pateixen les cél-lules de cancer de colon.
Veure si els canvis fenotipics que adquireixen les cel-lules de cancer de colon
tractades amb un medi inflamatori durant 24 hores romanen en el temps

després d’haver revertit el tractament.

HIPOTESIS

Les hipotesis que es vol confirmar amb els diferents assajos realitzats sén:

A més temps d’exposicié al medi inflamatori més capacitat invasiva adquireixen les

cél-lules de cancer de colon.

Els canvis fenotipics que es donen en resposta al tractament de cél-lules de cancer

de colon amb un medi inflamatori romanen després de la retirada del tractament.
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METODOLOGIA

En aquest apartat es recullen les diferents metodologies emprades per a assolir els
objectius definits préviament i poder afirmar o desmentir les hipotesis plantejades.

El medi inflamatori que va ser utilitzat per a tractar les cél-lules de cancer colon es
va produir utilitzant la linia cel-lular THP-1. Les THP-1 sén mondcits procedents d’'un
pacient amb leucémia monocitica aguda (www.lgcstandards-atcc.org; codi de la linia:
TIB-202).

Per a que les cel-lules THP-1 alliberin al medi els components propis d’'un ambient
inflamatori cal que es produeixi la diferenciacié de monocits a macrofags. Per a fer-
ho es van cultivar les THP-1 amb medi Dulbecco’s Modified Eagle Medium
suplementat amb un 10% de serum fetal bovi (DMEM + 10% FBS) a 37°C i un 5%
de CO: fins que es va obtenir el volum de cultiu desitjat. Per induir la diferenciacié a
macrofags es van sembrar les cél-lules a una densitat de 3x10° cél-lules/mL en un
volum de 3 mL/cm? de DMEM + 10% FBS, es va afegir al medi 200 nM de forbol-12-
miristat-13-acetat (PMA) i es va deixar incubar durant 4 dies. Els mondcits sén
cel-lules que creixen en suspensio, mentre que els macrofags s’adhereixen a la
superficie de la placa de cultiu, per tan es pot comprovar al microscopi si es produeix
la diferenciacié segons on es troben les cel-lules. Un cop produida la diferenciacio es
va retirar el medi i es van realitzar dos rentats amb DMEM + 10% FBS per assegurar
que el PMA quedava totalment eliminat del medi. Es va afegir el mateix volum de
DMEM + 10% FBS fresc i es va incubar 24 hores per a que els macrofags
alliberessin les molécules propies de la resposta inflamatoria. Paral-lelament es van
incubar DMEM + 10% FBS sense cel-lules per a produir el medi control. Per ultim es
van recollir i filtrar tots dos medis i es va guardar a -20°C fins al seu Us (Satsu et al.,
2006; Marcuello et al., 2018)

La linia de cél-lules de cancer de colon utilitzada per a veure I'efecte del tractament

amb medi inflamatori va estar la SW620. Les SW620 soén cel-lules humanes
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epitelials de cancer de colon procedents d’un nodul limfatic on s’havia produit

metastasis (www.lgcstandards-atcc.org; codi de la linia: CCL-227).

Per al seu manteniment les ceél-lules van ser cultivades a una densitat de 4x104
cél-lules/cm? en DMEM + 10% FBS a 37°C i una atmosfera amb 5% de CO:
realitzant dos passatges a la setmana. A partir d’'aquestes cél-lules es van realitzar el

protocol de tractament que s’indica a 'esquema que trobem en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema que mostra el protocol de tractament que s’ha realitzat sobre els cultius de les cél-lules de
cancer de colon SW620 per a la obtencié de les diferents condicions que es volen estudiar. ACLARACIO: les
diferents poblacions es van anar iniciant en el tractament en setmanes successives per tal de poder realitzar el
mostratge el mateix dia. Per tal d’homogeneitzar els factors de variabilitat associats a aquest mostratge molts
dels quals els desconeixem i no els podem controlar.

Les cel-lules SW620 van ser sembrades en plaques de petri i, al dia seglent, una
part va ser tractada amb medi inflamatori (taronja) i la resta amb medi estandard
(verd). Després de 24 hores es va renovar el medi tot dividint les cél-lules que havien
estat tractades amb medi inflamatori en dues parts: una part va seguir el tractament
(tractament continu), mentre que a l'altra se li va retirar el tractament i es van seguir
cultivant amb medi estandard (tractament revertit). Es van prendre mostres per a
I'analisi del RNA i per a iniciar assajos d’invasio despreés de les primeres 24 hores de
tractament, i després durant cada setmana fins a les 6 setmanes d’haver iniciat

I'experiment.
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Aguests cultius es van ressembrar un cop per setmana a una densitat de 1x10°

cel-lules/cm? i es va canviar el medi dos cops entre cada ressembra.

Per poder comparar el grau d’invasio i migracio que adquireixen les cél-lules amb els
diferents tractaments realitzats es va dur a terme un assaig d’invasio i migracio
utilitzant un dispositiu transwell. Els transwells sén suports que s’introdueixen dintre
dels pous de cultiu i que contenen una membrana porosa a través de la qual les
cel-lules poden migrar d’'un compartiment superior a un d’inferior. En aquest cas es
van utilitzar de 96 pous amb porus de 8 um. Per a I'assaig d’invasio el transwell va
ser cobert amb 30 pL de Cultrex® Basement Membrane Extract (BME) en cada pou
el dia abans de la sembra (Marcuello et al., 2018). Creant aixi una membrana basal
de matriu extracel-lular que les cél-lules han de degradar per tal de poder envair el

pou receptor.

El dia abans de sembrar les cél-lules sobre el dispositiu transwell es va canviar el
medi en el que es trobaven pel medi Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
suplementat amb insulina, transferrina i solucioé de seleni. Aquest medi no conte FBS
amb la finalitat de facilitar la migracié de les cel-lules, de tal manera que el FBS
s’afegira només el dia de I'assaig al compartiment inferior que és cap a on migraran
les cél-lules. El dia de la sembra es va utilitzar Accutasa per a trencar els contactes
d’adhesio de les cél-lules a les plaques de cultiu, ja que actua d’'una manera més

suau que la tripsina.

Degut a que el nombre de cultius que es volia sotmetre a 'assaig era molt elevat per
a realitzar el comptatge de cél-lules amb cambra Neubauer, es va utilitzar I'assaig
d’hexosaminidasa. Per a fer-ho es va realitzar el comptatge amb cambra Neubauer
d’'una de les condicions, a partir de la qual es va realitzar un banc de dilucions. En
una placa de 96 pous es van sembrar 50 pL de les dilucions i de les suspensions
cel-lulars obtingudes de cada cultiu i es va afegir 50 pL del substrat per a realitzar
'assaig. Es va deixar incubar durant 30 minuts i es van afegir 160 uL de revelador.
Un cop mesurada I'absorbancia amb I'aparell Infinite M200 de TECAN es va realitzar
una recta patré amb el resultat del banc de dilucions a partir de la qual es va

extrapolar el nombre de cél-lules que hi havia en la suspensio de cada condicio.
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Amb el nombre de cel-lules es van fer els calculs necessaris per a realitzar una

dilucio de cada suspensio la qual contingues 100.000 cél-lules per cada 100 uL, que

és el que es va sembrar en cada pou del transwell. En el pou de la placa receptora

es van afegir 100 pL de medi control o bé medi inflamatori, segons condicio, i es va

deixar a I'incubador fins al dia seglent per a determinar a cada poblacié sotmesa a

tractament previ quina era la seva susceptibilitat a ser estimulada en la migracio i/o

invasio
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Figura 6. Disseny de les plaques per a I'assaig d’invasié i migracié.. De cada una de les condicions estudiades hi

ha 2 repliques. nd fa referéncia als dies que la mostra ha estat en tractament, i en el cas R-nd als dies que fa des

de la reversid del tractament. Les caselles encerclades amb vermell fan referéncia als pous de la placa receptora

als quals se’ls hi posa medi inflamatori per estudiar com responen les cél-lules a una segona exposicié al

tractament.
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En paral-lel es van diluir 10 vegades les dilucions emprades per a sembrar als
transwells, i amb aquestes es van sembrar 100 uL en una placa de 96 pous per tal
de poder fer una normalitzacio dels resultats obtinguts en les plaques per a I'assaig
d’invasio i migracio i poder corregir aixi possibles diferencies sobre la proliferacio

cel-lular provocades pels medis control versus inflamatori.

El dia segiient a la sembra es va realitzar I'assaig d’hexosaminidasa per a
determinar l'activitat cel-lular en cada condicié. Aquest assaig consisteix en afegir a
les cél-lules el substrat p-nitrofenol-N-acetil-/3-glucosaminida que es degradat per
'enzim lisosomal hexosaminidasa. El producte de la reaccié dona una coloracié
groga que pot ser mesurada amb un espectrofotometre i és indicadora de I'activitat
cel-lular, i per tan de la quantitat de cél-lules. Abans pero, en les plaques amb el
dispositiu transwell, va ser necessari dissociar les cel-lules que havien travessat la
membrana per a assegurar que es trobessin al pou i poder ser detectades amb
'assaig d’hexosaminidasa. A continuacio, es van afegir 100 pL del substrat de
'hexosaminidasa 2x. Passat el temps d’incubacio indicat es van afegir 160 pL del
revelador 2x que parara la reaccié hexosaminidasa i provocara el canvi a color groc
i, per acabar, es va mesura I'absorbancia. En el cas de la placa normalitzadora, tan
el substrat com el revelador, es van diluir per a obtenir una concentracio 1x, ja que
s’afegien sobre cultius de cél-lules ja adherides als substracte. Per Ultim es va

mesurar I'absorbancia a 460 nm utilitzant I'aparell Infinite M200 de TECAN.

Dels cultius préviament esmentats, a més de I'assaig d’invasio i migracio, també es
va extreure el RNA per tal d’estudiar 'expressié de certs gens relacionats amb la
EMT.

Per tal de comprovar I'efecte en les cél-lules de cancer de colon d’una segona
exposicié al medi inflamatori, els cultius que havien estat tractats 24 hores i després
s’havia revertit el tractament van tornar a ser tractats amb medi inflamatori 24 hores
abans d’aillar el RNA.

Per a aillar el RNA dels cultius es va utilitzar el GenElute™ Mammalian Total RNA
Kit de Sigma-Aldrich tot seguint les instruccions del propi kit. Per a eliminar les restes
de DNA genomic que poguessin romandre a la preparacio final de RNA total es va

utilitzar el DNA-free™ Kit de Ambion. Un cop purificat el RNA de cada mostra es va
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mesurar la seva quantitat amb I'aparell NanoDrop. Amb aquesta dada es van
realitzar els calculs per a conéixer quin volum de I'extracte de RNA contenia 2 ug
d’aquest. Es va prendre el volum calculat de cada mostra i es va portar fins a 20 uL
amb H20MiliQ que servirien de substrat per tal de produir el seu cDNA utilitzant el
kit TagMan® Reverse Transcription Reagents de Applied Biosystems. Un cop
realitzada la mescla de cada mostra amb els diferents reactius del kit es van posar
els tubs al termociclador T1 thermocycler de Biometra, especialment util per a

incubarcions de petit volum i realitzar aixi la sintesi del cDNA.

Taula 2. Volum de cada reactiu Taula 3. Temperatura i temps dels cicle de transcripcio
per a un volum de reaccié de reversa.
produccién de cDNA de 25 pL.
Incubacié | Transcripcié | Inactivacio
de reversa dela
1x TagMan buffer 2,50 I’lhexamer transcripcio
25mM MgCl 5,50 reversa
deoxiNTPs 5,00 Temperatura | 25°C 37°C 95 °C
Random primers 1,13
Inhibidor RNAsa 0,50 Temps 10 min 60 min 5 min

MultiScribe RT 1,56
Mostra 8.8
TOTAL 25

Per mesurar I'expressio relativa dels gens FN1, VIM, MMP7, S100A4, MET, SNAI2 i
ZEB 1 es va realitzar una PCR guantitativa, també coneguda com PCR a temps real
(RT-PCR). Es va utilitzar el Power SYBR Green PCR Master Mix de Applied
biosystems mescla que conté la DNA-Tag polimerasa, el reporter fluorescent SYBR

green, un tampo amb magnesi i dNTPs necessaris per a que es pugui amplificar el
DNA.

Treball de Fi de Grau | Noemi Garcia Serra




UNIVERSITAT
ROVIRA | VIRGILI

Taula 4. Sequencies dels primers utilitzats en les RT-PCR.

18S CGGCGGCTTTGGTGACTCT ATGGTAGGCACGGCGACTA

FN1 ACCAATGCCAGGATTCAGAGA TGATAAATACTTCGACAGGACCACT
VIM CCAGGCAAAGCAGGAGTC GTTCAACGGCAAAGTTCTCTTC
MMP7 CATGAGTGAGCTACAGTGGGAAC GCATCTCCTTGAGTTTGGCTTC
S100A4 GGCAAAGAGGGTGACAAGTTC GATGCAGGACAGGAAGACAC

MET TGTCTAGCCAGAGTTTCACCGTA CAATCACTTCTGGAGACACTGGAT
SANI2 TCAAGGACACATTAGAACTCACAC ACAGCAGCCAGATTCCTCA

ZEB1 GACATCACATAAATCAGGAAGAGATCA TCGCCCATTCACAGGTATCA

En cada pou de la placa per a RT-PCR, que compta amb 384 pous, és va afegir 5,5
uL d’'una mescla formada per la Master Mix més el primer d’'un dels gens i 4,5 L de
cDNA de la mostra corresponent. Un cop preparada tota la placa per a dur a terme
les reaccions d’amplificacié es va fer Us dels aparells 7900HT Fast Real-Time PCR
System i QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System que es troben als serveis
cientificotécnics de la unitat de genomica de la UPF. A la Figura 7 trobem la

temperatura i temps de durada que es van utilitzar en cada cicle de la RT-PCR.

95°C
10 min

95°C
15s

95°C
15s

95°C
15s

60°C
60s

60°C
15s

50°C
2 min

Desnaturalitzacio del
DNA + annealing i
extensio

Desnatura-
litzacio del
DNA

Activacio

| Corba de dissociacio |
de I'enzim

Figura 7. Grafic que mostra la temperatura i el temps de durada de cada fase de la RT-PCR aixi

com els diferents cicles que es duen a terme.
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Els resultats obtinguts amb la RT-PCR es van normalitzar amb el RNA ribosomal 18s
com a gen housekeeping i es van expressar com a quantificacio relativa utilitzant el

metode 2-2ACt,
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RESULTATS | DISCUSSIO

Imatges microscopia

En aquest apartat es mostren diferents imatges d’alguns dels cultius realitzats amb
la linia cel-lular SW620 de cél-lules de cancer de colon. Aguestes imatges permeten
observar de forma clara el canvi fenotipic que experimenten aquestes cél-lules en

ser tractades amb medi inflamatori.

CONTROL

24h INFLAMATORI

Figura 8. Imatges preses amb el microscopi optic de contrast de fases de la linia cel-lular SW620 cultivada amb

medi control i després de 24 hores amb medi inflamatori.
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Les cel-lules epitelials es caracteritzen per mostrar polaritat apical-basal, ser
adherents i comunicar-se entre elles a través d’unions intercel-lulars especialitzades
(Samy et al., 2014). En canvi les cél-lules mesenquimals presenten una morfologia
més allargada i aplanada i no formen unions entre ells. El tractament durant 24 hores
amb medi inflamatori de les cel-lules de cancer de colon SW620 permet observar un
canvi fenotipic que recorda la transicio epiteli-mesenquima (EMT). Com es pot
observar en la Figura 8 després de ser tractades amb medi inflamatori les cél-lules

SW620 es veuen més aplanades, estirades i menys unides entre elles.

6 SETMANES INFLAMATORI

Figura 9. Imatges preses amb el microscopi optic de contrast de fases de la linia cel-lular SW620 tractades 6

setmanes amb medi inflamatori.

Després de pocs dies de comencar el tractament les SW620 ja han perdut
completament la seva morfologia i la seva capacitat d’estar unides entre elles.
Presenten una forma totalment allargada, es disposen en I'espai sense cap tipus
d’ordre i podem observar que hi ha separacié entre elles (Figura 9). Aquesta
morfologia es conservara fins al final de I'experiment, 6 setmanes després de

comencar el tractament.

Una de les caracteristiques de la EMT és que és reversible per tal d’afavorir el
procés de metastasis i que les cél-lules cancerigenes es puguin establir en un altre
organ. En revertir el tractament amb medi inflamatori podem observar que les
cel-lules epitelials tornen progressivament al seu fenotip inicial després de 2
setmanes de tractament, i aixi romanen fins al final de I'experiment (Figura 10).

Formen de nou unions intercel-lulars que els permeten formar agregats.
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6 SETMANES REVERTIT

6 SETMANES REVERTIT + 24h
INFLAMATORI

Figura 10. Imatges preses amb el microscopi optic de contrast de la linia cel-lular SW620 tractades durant 24
hores amb medi inflamatoris, reversié del tractament durant 6 setmanes i tornades a tractar amb medi inflamatori
24 hores.

En resum, hem pogut observar que el tractament continu de cultius SW620
condueixen a l'adquisici6 d’'una morfologia mesenquimal durat les dues primeres
setmanes de tractament, i aquest fenotip es manté invariable fins a les 6 setmanes
en que va acabar I'experiment. La reversio del tractament després d’una exposicio
aguda de 24 hores al medi inflamatori porta a una recuperacié progressiva del
fenotip epitelial, havent recuperat les ceél-lules la seva capacitat de compactacio i

creixement en forma de colonies en dues setmanes aproximadament.
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Els valors que es van obtenir de la mesura de I'absorbancia després de realitzar
'assaig d’hexosaminidasa a les plaques de I'assaig de migracio i invasidé s’han
analitzat amb el programa Excel i s’han elaborat els grafics que es mostren a

continuacio.
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Figura 10. Migracio6 cel-lular in vitro. L’'assaig d’invasio es va realitzar amb els tots els cultius amb diferents
temps de tractament amb medi inflamatori, i diferent temps de reversié del tractament (A). Donat que es va veure
interés en els efectes sobre les cél-lules en la variable de tractament en 6 setmanes, es va decidir repetir certes
condicions (B). Les ceél-lules van ser sembrades sobre el dispositiu transwell amb el medi indicat per colors a la
llegenda. Les diferents tonalitats fan referéncia a si el tractament a estat continu (C) o bé revertit (R). Els resultats

mostrats son la mitjana de dos cultius amb les mateixes condicions dut a terme en paral-lel £ la desviacié promig.
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Els resultats obtinguts amb les dades de I'assaig de migracidé posen de manifest que
el medi inflamatori augmenta la capacitat migratoria de les cél-lules entre 5 i 6
vegades durant les primeres 24 hores de tractament. Esperavem que el fet de
prolongar el tractament en el temps donaria un augment progressiu de la capacitat
migratoria, pero no ha estat aixi. Després de 1 setmana de tractament continu,
I'activacio de la migracio per efecte del medi inflamatori ha baixat al voltat o per sota
de les 2 vegades, i es manté en aquests nivells més o menys constant al llarg de
I'experiment. En els cultius en els quals es va revertir el tractament, es pot observar
com la segona exposicio al medi inflamatori (exposicido de just 24 hores durant
I'assaig de migracio) dona un increment de la migracido semblant a I'obtingut al llarg
del tractament continu (Figura 10). Notablement, en els dos experiments
independents en que els cultius revertits van ser cultivats fins a les 6 setmanes té
lloc una activacié per efecte de la segona exposicié que recorda I'increment obtingut

després del tractament inicial de 24 hores.

Pel que fa a I'assaig d’invasié s’han obtingut uns resultats prou semblants als de la
migracio, pero en aquest cas la induccié de la capacitat invasora de les cel-lules
produida pel medi inflamatori és fins a 6 vegades més elevada. D’igual manera
observem que el temps de tractament no implica un augment en la capacitat
invasora. Al contrari, podem observar un tendéncia descendent clara des de les 24
hores de tractament fins a les 6 setmanes on cada cop la capacitat d’invasio és
inferior quan les cel-lules es troben exposades al medi inflamatori de manera
constant. Per altra banda, quan les cél-lules han estat tractades 24 hores i
posteriorment s’ha revertit el tractament veiem una tendéncia ascendent donada per
un augment de la capacitat invasora (Figura 11). Aquest ultim efecte és molt
semblant a I'observat en els assajos de migracid, i també es repeteix en els dos

experiments independents realitzats.

En tots dos assajos podem observar com les cel-lules ressembrades amb medi
control a partir de les diverses setmanes de tractament continu i revertit mostren una
activitat migratoria/invasora semblant a la de les cél-lules del cultiu de SW620 al qual
no se li ha realitzat cap (aquestes ultimes indicades com a 1 dia a les figures). Fins i
tot les cel-lules tractades durant un periode de temps meés llarg perden la capacitat
invasiva i migratoria només 24 hores després d’haver estat sense el medi inflamatori.

Per tant, el canvi fenotipic induit pel medi inflamatori és dependent de la preséncia
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d’aquest medi, de tal manera que només per retirar I'estimul ja es recupera el fenotip

epitelial.

Considero molt rellevant aquest darrer resultat, i crec que podria interpretar-se al
menys de dues maneres possibles. Per una part, la EMT implica la induccié de certs
factors de transcripcié (com ara les families ZEB, SNAI i TWIST), els quals s’han
descrit a la introduccid, que posen en marxa un programa d’expressié geénica
mesenquimal de tipus epigenetic, és a dir permanent en el temps. En canvi, els
meus experiments mostren que el fenotip que té lloc per tractament amb el medi
inflamatori depen de la preséncia de I'estimul, suggerint que no es posa en marxa
cap programa epigenétic. A més a més, dins lI'analisi d’expressid génica que es
descriu al seglent apartat, també vaig analitzar 'expressio d’alguns d’aquest factors
de transcripcio i els resultat van mostrar que no existia cap induccié clara i que es
mantenien els nivells relativament baixos durant el tractament (es poden veure els
grafics en 'Annex 3). Aix0 em porta a proposar que el canvi fenotipic observat als
meus experiments consisteix en una EMT alternativa a la via classica. De fet, s’han
descrit diversos models experimental en qué la EMT esta mediada per vies de
regulacié independents de les via classica (Nieto, 2016). En estudis futurs, aquesta
possibilitat podria ser confirmada analitzant si aquestes vies alternatives sén
induides pel medi inflamatori. Per altra part, té sentit que les cel-lules epitelials tornin
al seu fenotip inicial amb facilitat ja que, precisament, una de les caracteristiques
principals de la EMT és que és un procés reversible que, en els cas de les cel-lules
tumorals que formen metastasis, comporta I'adquisici6 novament d’un fenotip
epitelial mitjancant la MET. Per tant en presencia del medi inflamatori les cel-lules
epitelials de cancer de colon SW620 realitzen el procés de EMT adquirint un fenotip
mesenquimal mitjancant el qual augmenten la seva capacitat migratoria i invasora. |
en retirar el medi inflamatori les cél-lules cancerigenes recuperen el fenotip epitelial

inicial possiblement mitjangant el procés de MET.
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Figura 11. Invasio cel-lular in vitro. L’assaig de invasio es va realitzar amb els tots els cultius amb diferents
temps de tractament amb medi inflamatori, i diferent temps de reversio del tractament (A). Donat que es va veure
interés en els efectes sobre les cél-lules en la variable de tractament en 6 setmanes, es va decidir repetir certes
condicions (B). Les cél-lules van ser sembrades sobre el dispositiu transwell cobert amb BME amb el medi indicat
per colors a la llegenda. Les diferents tonalitats fan referéncia a si el tractament a estat continu (C) o bé revertit

(R). Els resultats mostrats sén la mitjana de dos cultius amb les mateixes condicions dut a terme en paral-lel + la

desviacid promig. Les fletxes en el grafic A indiquen la tendéncia en la induccié de la invasio.
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Les cél-lules restants dels cultius a partir dels quals es va realitzar 'assaig d’invasio
van ser ressembrades i es van lisar passades 24 hores per tal d’aillar els seu RNA.
A partir del RNA és va produir el cDNA de cada mostra i, mitjancant analisi per RT-
PCR, es va mesurar I'expressio relativa dels seguients gens: marcadors de cel-lules
mesenquimals (FN1, VIM), factors de transcripci6 EMT (SANI2, ZEB1) i alguns gens
implicats en la invasivitat del cancer ce colon (MMP7, CCD1, MET). Els resultats dels
gens SNAI2 i ZEB1 no es mostren en la Figura 12 ja que no mostraven cap patro
d’expressio clar, fet que fa pensar que: 1. no participen en el procés esmentat, 2. la

seva regulacio és diferent a la resta de gens i implica altres vies.

A. FN1

T
T

| }TT- | | r- .

0 ' mf if  Rev  f  Rev  Inf i - I -

Inf Rev Inf Rev Inf Rev
+ + + +
C(24h)  Inf(24h) C(24h)  Inf(24h)
1 dia 1 setm. 2 setm. 4 setm. 6 setm.

Treball de Fi de Grau | Noemi Garcia Serra



C.

12

10

UNIVERSITAT
ROVIRA | VIRGILI

VIM
‘ T
Con Inf I I Inf I Inf IReleevl Inf I Inf IReleev Inf I Inf IReleev Inf I Inf  Rev Rev
+ + + + + + +
C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h)
1dia 1 setm. 2 setm. 4 setm. 6 setm.
CCD1
T
|
T
= T
Con Inf I Inf I Inf  Rev Rev Inf I Inf  Rev Rev I Inf I Inf  Rev Rev Inf  Inf IReleevl
+ + + + + + + +
C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h)
1dia 1 setm. 2 setm. 4 setm. 6 setm.

Noemi Garcia Serra | Treball de Fi de Grau




UNIVERSITAT
ROVIRA | VIRGILI

D. MET

08 | 0 1 I A 1 1

Inf Inf Rev

C(24h) Inf(24h) C(24h) Inf(24h)

1dia 1 setm. 2 setm. 4 setm. 6 setm.

E. MMP7

50 +

40

1% 2. /)

I I i t
Con Inf Inf lnf Rw Rw Inf tnf Rev Rov Inf |nf Rev Rwr Inf lﬁ Rov>R:v
+ +
nglh! n_f| ) Cglh) n_f[?lh) CQ‘h] Ingzlhl Cglhl Infguhz
1 dia 1 setm. 2 setm. 4 setm. 6 setm.

Figura 12. Analisis de I’expressié génica. L'RNA analitzat va ser aillat dels cultius a partir dels quals es va
sembrar les plaques de I'assaig d’invasié i migracio, per tan després de les diferents setmanes de tractament les
cel-lules van ser ressembrades en els seglients medis: medi control (Con, Inf + C(24h) i Rev) o bé medi
inflamatori (Inf i Rev + (24h),) i passades 24 hores es va extreure el RNA. L’eix d’ordenades mostra la induccié
relativa de cada mRNA respecte al mMRNA de les cél-lules SW620 cultivades amb medi control (Con). Els

resultats mostrats sén la mitjana de dos cultius amb les mateixes condicions dut a terme en paral-lel + la
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De la mateixa manera que en els resultats dels assajos d’invasié i migracié
mostraven un fort augment en les capacitats invasores i migratories de les cel-lules
després de 24 hores de tractament amb medi inflamatori, en la Figura 12 podem
veure com en el mateix temps de tractament s’indueix I'expressio dels 5 gens
estudiats. La induccié més forta la veiem en el gen MMP7 que s’indueix 40 vegades.
Aquest gen codifica una proteina de la familia de les metalopeptidases de matriu
extracel-lular les quals, entre altres funcions, sén tipicament emprades per cél-lules
tumorals epitelials per a envair els teixits durant el procés de la metastasi (Liao et al.,
2018). Si ens fixem en el grafic A de la Figura 11, que mostra la capacitat d’invasio
de les cel-lules dels diferents cultius, i el grafic E de la Figura 12, que mostra
I'expressio del gen MMP7 veiem que la tendéncia és la mateixa. Durant les primeres
hores de tractament la induccié de la expressio del gen MMP7 és molt forta i va
descendint al llarg de les setmanes de tractament continu, de la mateixa manera que
ho fa la capacitat d’invasié. En canvi, en els cultius cel-lulars que es van tractar
durant 24 hores i després es van revertir el tractament veiem que en tornar a aplicar
el tractament amb medi inflamatori la resposta és més elevada com més temps fa
des del primer tractament, donant una tendencia ascendent. Per tan podem
relacionar directament la capacitat invasora de les cél-lules SW620 de cancer de

colon amb la expressié del gen MMP?7.

Com podem observar en les diferents gens la seva expressio tendeix a disminuir en
el temps quan el tractament amb medi inflamatori és continu. Aquest fet ens fa
pensar que les cel-lules de cancer de colon son molt sensibles als efectes del
tractament durant les primeres hores. No obstant, a mesura que el tractament
avanca es van adaptant a I'ambient inflamatori i alguns gens canvien el seu
mecanisme de regulacid, ja sigui perqué la induccié de la seva expressio reverteix, o
bé perqué la seva regulacié passa a tenir lloc a través d’'un mecanisme diferent del

MRNA (com ara la estabilitzacié de la proteina).

Tal com ja s’havia avangat amb els resultats préviament mostrats, les cél-lules
realitzen el procés de EMT amb la preséncia de medi inflamatori pero tenen gran
facilitat per tornar a les seves caracteristiques inicials quan retirem el tractament. Les
cel-lules de la variable Inf + C(24h) van estar en tractament amb medi infamatori el
temps indicat i les 24 hores prévies a l'aillament del RNA amb medi control. Podem

veure com en la majoria de condicions I'expressié dels gens es inferior respecte al
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tractament continu en medi inflamatori. En el cas de la condicié d’'una setmana
aguesta diferencia és més gran. En les posteriors setmanes aquesta diferencia
disminueix degut a que el nivell d’expressio dels gens en tractament continua amb
medi inflamatori té tendéncia a disminuir com s’ha comentat anteriorment. En els
gens VIM, CCD1, MET i MMP7 podem observar clarament aquesta tendéncia. Per
tant, altra vegada l'analisi de I'expressié génica és compatible amb [l'activitat

migratoria/invasora de les cél-lules en tractament.

Per ultim en la variable en la qual es va revertir el tractament amb medi inflamatori
passades 24 hores veiem que la expressio dels gens caracteristics de la EMT
disminueix a nivells similars als que té la variable control. En el cas del gen MET és
pot observar com un cop retirat el tractament el gen recupera la seva expressio
basal i es manté en el temps. Tanmateix, quan aquests cultius tornen a ser
estimulats durant les darreres 24 hores de tractament amb medi inflamatori,
observem que tots els gens tornen a ser induits, igual que passava amb ['activitat
migratoria/invasora. De manera molt interessant, la major inducci6 de la
migracio/invasio que observavem en els cultius re-estimulats a la 6a setmana també

la observem en les nivells de mMRNA d’aquests gens.
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CONCLUSIO

Les diferents conclusions extretes dels resultats obtinguts de les diferents

metodologies emprades en aquest projecte son:

— Durant les primeres hores de tractament amb medi inflamatori les cél-lules de
cancer de colon mostren una forta induccié de caracteristiques fenotipiques
propies de la EMT, per0 aquestes no augmenten a mesura que allarguem el

tractament, sind que fins i tot disminueixen suggerint un fenomen d’adaptacio.

— Els canvis fenotipics adquirits per les cel-lules de cancer de colon tractades 24

hores amb medi inflamatori no romanen després de la retirada del tractament.

— En realitzar un segon tractament amb medi inflamatori sobre cél-lules de cancer
de colon tractades préviament durant 24 hores, observem una induccié més forta

com més temps ha passat des del primer tractament.

— Independentment del temps de tractament amb medi inflamatori, incloent el
maxim de 6 setmanes assolit en aquests experiments, una simple retirada del
tractament de 24 hores és suficient per revertir la capacitat migratoria/invasora
induida, aixi com I'expressié induida de la majoria de gens del fenotip invasiu,
fins a uns nivells semblants als observats amb cel-lules no tractades. Per tan els
canvis fenotipics induits pel medi inflamatori no son de tipus epigenetic sind que

requereixen la preséncia de I'estimul inflamatori.
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PERSPECTIVES DE FUTUR

Els resultats que apareixen en aquest treball utilitzant diferents metodologies,
assajos cel-lulars i analisi de I'expressié génica, mostren les mateixes tendéncies la
qual cosa m’ha permés extreure les conclusions esmentades en l'apartat anterior.
Tot i aixd, degut a la durada de I'experiment (6 setmanes) i a que per raons alienes a
la meva activitat vaig perdre tots els cultius el segon cop que estava realitzant
I'experiment quan aquest ja portava 4 setmanes en marxa (els cultius es van assecar
degut a que l'incubador s’havia quedat sense aigua), només s’han pogut realitzar
dos repliques. Per tant el primer pas a realitzar com a minim dos répliques meés de
cada un dels experiments per tal de poder fer un analisi estadistica i poder validar
les conclusions extretes. Proposo el test Wilcoxon signed-rang que permet comparar
els resultat mitja d’'un nombre petit de repeticions quan no es pot suposar una
distribucié normal entre elles, i per tan no podria utilitzar el test t de Student. En
abséncia d’aquest analisi estadistica, només he pres com a certs aquells efectes del
tractament que sbn clarament aparents (com per exemple les 6-8 vegades que la
activitat invasora és induida durant les primeres 24 hores de tractament, Figura 11).
En canvi, aquelles diferencies menys aparents les he identificat com una possible
tendéncia que hauria de ser confirmada amb experiments addicionals a partir dels
quals si que es podria fer un analisi estadistica correcta (com per exemple les linies
de tendéncia de les activitats invasores al llarg del tractament, les quals tot i ser

especulatives valdria la pena validar, Figura 11).

Com s’ha dit en I'apartat de resultats i discussié cap la possibilitat que el medi
inflamatori indueixi la EMT per una via alternativa a la via classica mediada per
SNAI, ZEB o TWIST. Per tant seria interessant estudiar possibles vies alternatives i
analitzar la expressid dels gens que regulen per tal de confirmar com el medi

inflamatori activa aquesta transicio.

D’altra banda, sabent que les cél-lules tornen al seu fenotip inicial un cop retirat el
tractament i que el MET no es produeix de manera espontania sind que també
s’indueix per factors extracel-lulars, caldria analitzar la expressio de gens relacionats
amb aquest procés per a comprovar que realment les cél-lules retornen al fenotip

epitelial degut a la MET. Proposo estudiar I'expressio dels factors de transcripcio 1d1
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i OVOL1/2 que regulen la diferenciacié de les cél-lules mesenquimals al fenotip
epitelial (Liao and Yang, 2017).

Per ultim, tenint en compte el caracter translacional del grup de recerca del qual he
format part proposaria la elaboracié d’un projecte més gran per poder establir quins
gens de la EMT serien bons biomarcardors a partir dels quals fer un pronostic de la
evolucio de la malaltia després que el pacient fos sotmes a cirurgia. Per a fer-ho
caldria establir un model experimental per a saber amb certesa quins gens de la
EMT son induits pel medi inflamatori produit per monocits als quals se’ls hi ha induit
la diferenciaci6 a macrofags. A continuacié fer un mostratge de sang i liquid
peritoneal abans i després de la cirurgia a pacients amb cancer colon i un seguiment
de la seva evolucio. Amb aquests fluids es tractarien cel-lules de cancer de colon per
estudiar la expressio dels gens préviament establerts i després es contrastaria amb
el postoperatori i la evolucié que ha tingut el pacient. Aquets dos estudis permetrien
identificar els gens induits per I'ambient inflamatori produit per una infeccio
intraperitonial relacionats amb la recurrencia tumoral els quals podrien ser utilitzats

com a biomarcadors per a preveure la evolucio en futurs pacients.
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AUTOAVALUACIO

La elaboracié d’aquest Treball de Fi de Grau m’ha permés desenvolupar les meves
habilitats técniques, en el treball dut a terme al laboratori; habilitats de recerca,
durant la obtencio i comprensio de resultats; i habilitats literaries, en el moment de
plasmar tota la informacié obtinguda en el treball escrit. Per aixo penso que ha estat
una gran oportunitat per posar en practica, i a I'hora demostrar, tots els

coneixements adquirits durant el Grau de Biotecnologia.

El fet de realitzar el treball a partir dels resultats extrets en les practiques curriculars
m’ha fet sentir com una investigadora més. Ja que, tot i que el projecte me’l va
proposar el Xavier Mayol, durant els primers dies vaig estar llegint articles anteriors
del grup de recerca d’acollida per poder entendre quina era la seva linia de treball.
Mentre vaig comencar a obtenir els primers resultats, hem vaig qlestionar a que es
devien i vaig buscar articles que hem poguessin ajudar a comprendre’ls. També hem
van sortir dubtes que vaig poder debatre amb el Xavier i proposar noves estrategies
per dur a terme el projecte. | finalment I'analisi i redaccié dels resultats obtinguts
semblants a la tasca que faria un investigador a I'hora d’elaborar un article cientific.
A més estic molt contenta de poder dir que els resultats obtinguts responen
directament les preguntes plantejades a l'inici i no m’ha calgut fer modificacions per

ajustar els objectius inicials als resultats finals.

També m’agradaria destacar el fet d’haver formant part d’'un centre de recerca com
és I'lMIM que compta amb més de set-cents professionals i a més es troba ubicat a
les dependéncies del PRBB. A nivell de les dues institucions s’organitzen diversos
seminaris, cursos de formacié i activitats totes les setmanes per facilitar el flux dels
nous coneixements cientifics. Aquest fet m’ha fet adonar de la importancia de

comunicar i compartir amb altres professionals la feina que un realitza.

Per acabar, dir que tan I'estada de practiques com la redaccié del Treball de Fi de
Grau m’han fet enriquir els meus valors personals. La recerca és un ambit que
requereix de molt d’esforg i sacrifici ja que molts cops els resultats o els experiments
no surten segons l'esperat i pot ser degut a factors que no poden ser controlats per
un mateix. S’ha de tenir constancia i sobre tot no tirar la tovallola quan un experiment
no surt bé. Acabo aquest treball amb la frase de I'escriptor Baltasar Gracian

"Tingueu paciencia i tindreu ciencia".
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ANNEX 1. Protocols
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PRODUCCIO DE MEDI INFLAMATORI A PARTIR DE THP-1

Basat en el métode descrit per Satsu et al. (2016). Per a la produccié de medi inflamatori es
necessaria una gran quantitat de cél-lules, en aquest cas THP-1. Es per aixd que s’ha d’expandir
previament el cultiu fins a aconseguir el volum desitjat. Les cél-lules THP-1 seran cultivades en
suspensio en el medi Dulbecco’s modified Eagle médium suplementat amb un 10% de sérum fetal
bovi (DMEM+FBS) a 37°C en un 5% de CO: i es realitzaran dos passatges a la setmana. En aquest
passatges es sembrara una densitat de 3x10° cél-lules/mL cada cop en un volum major fins a assolir

la quantitat de cél-lules per a produir el volum desitjat de medi inflamatori.

1. Recollir tot el medi amb les cél-lules THP-1 previament cultivat i repartir en els tubs que

sigui necessari.

2. Centrifugar els tubs 10 minuts a 1200 rpm, retirar el sobrenedant i resuspendre les
cél-lules en 10 mL de DMEM+FBS (ajuntant les cél-lules de tots els tubs de forma que

només quedi una suspensio).

3. Comptar les cél-lules a la cambra Neubauer i realitzar els calculs necessaris per a saber
en quin volum de suspensi6 tenim les cél-lules desitjades (3x10° cél-lules/mL) i quants mL
de medi inflamatori podem produir.

4. Sembrar el volum de suspensié calculat en 3 mL/cm? de DEMEM+FBS amb 200 nM de
forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) i incubar durant 4 dies.

NOTA: Durant aquests 4 dies, la linia cel-lular es diferenciara a macrofags que s’adheriran a

la superficie de cultiu.

5. Retirar el medi que conte el PMA i netejar les cel-lules amb DMEM+FBS dos cops.

6. Afegir el mateix volum de DMEM+FBS fresc i incubar 1 dia per a obtenir el medi
inflamatori. En paral-lel incubar el mateix volum de DMEM+FBS sense cél-lules per obtenir

el medi control.

7. Recollir el medi inflamatori, filtrar-lo i guardar a -20°C fins al moment d’us. Fer el mateix

amb el medi control.

m Noemi Garcia Serra | Treball de Fi de Grau



' UNIVERSITAT
ROVIRA | VIRGILI

ASSAIG D’INVASIO CEL-LULAR

Recobriment del “transwell” amb extracte de membrana basal Cultrex® (BME). Volums
per a recobrir tots els pous d’'una placa de 96 pous.
1. Diluir una aliquota de 250 pL de 10x Coating Buffer (CB) amb 2.35 mL d’H.O MiliQ-UV

per obtenir una solucio 1x CB, i mantenir en gel.

2. Diluir una aliquota de 50 uL de 5x BME en la solucié CB previament preparada, i mantenir
en gel.

3. Recobrir els “transwells” afegint 30 yL de la solucié de BME preparada en cada pou.
4. Incubar la placa durant una nit en un incubador de cultius cel-lulars.

Sembra de les cél-lules
Volums per a realitzar la sembra a partir de cél-lules cultivades en una placa de 6 pous, les quals
hauran estat cultivades en medi Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) sense FBS les 24
hores prévies.
5. Retirar el medi de cultiu de les cél-lules a les quals es vol fer 'assaig d’invasio i fer un
rentat amb PBS.

6. Afegir 500 pL d’Acutasa a cada pou i posar 5 minuts a l'incubador per a que les cél-lules
es desenganxin de la superficie del pou.

7. Afegir 500 pL de medi Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) sense FBS per
frenar la digestiéo de I'Acutasa i passar les suspensions cel-lular a tubs eppendorfs de 1’5
mL.

8. Centrifugar els tubs durant 5 minuts a 1200 rpm, retirar el sobrenedant i resuspendre el
pellet amb 1mL de IMDM.

9. Comptar les cél-lules de cada suspensi6 utilitzant la cambra Neubauer. Per comptar fer
una mescla amb 10 pL de la suspensio cel-lular i 10 pL de blau tripa, per duplicat.

10. Les cel-lules es sembraran en el transwell a una densitat de 1x10° céel-lules/pou en un
volum de 100 pL, fer els calculs necessaris per a obtenir 10 mL de suspensio cel-lular amb
una densitat de 1x10° cél-lules/mL.

11. Sembrar 100 pL de la suspensidé corresponent en cada pou del “transwell” segons els
disseny de la placa. La sembra es realitza de la mateixa manera en pous amb BME i sense.

12. Emplenar els pous de la placa receptora amb 100 uL de DMEM control o bé medi

inflamatori segons el disseny de la placa.

13. Introduir el “transwell” en la placa receptora, en compte de que no quedi cap bombolla, i

incubar durant 24 hores en un incubador a 37°C i 5% de CO..
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Detecci6 cel-lular amb assaig d’hexosaminidasa (HEXasa)

Volums per a realitzar I'assaig d’HEXasa en tots els pous d’una placa de 96 pous.

14. Diluir una aliquota d’1 mL de Solucié de Dissociacié Cel-lular (CDS) 10x amb 9 mL
d’H.O MiliQ-UV, per obtenir la solucio de treball 1x CDS.

15. Retirar el “transwell” de la placa sembrada el dia anterior, abocar el medi que quedi
dintre dels pous del “transwell” sobre paper absorbent i guardar el “transwell” en una nova

placa receptora.
16. Retirar el medi de la placa receptora i netejar amb 200 uL de PBS.

17. Emplenar cada pou amb 100 L de la solucié 1x CDS, introduir novament el “transwell” i

deixar incubar durant 30 minuts a I'incubador de cultius cel-lulars.
18. Picar suaument pels costats de la placa i tornar a incubar durant 30 minuts més.

19. Retirar el “transwell”, afegir 100 pL de substrat HEXasa 2x en cada pou i incubar durant

4 hores en I'incubador de cultius cel-lulars.

20. Per acabar, afegir 160 uL de revelador HEXasa 2x a cada pou i mesurar I'absorbancia a
410 nm.
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AILLAMENT | QUANTIFICACIO DE L’'RNA D’UN CULTIU CEL-LULAR

Per a lisar les cél-lules i aillar 'RNA s’utilitzara el kit GenElute™ Mammalian Total RNA Kit de Sigma-
Aldrich.
Per a eliminar el DNA contaminant s’utilitzara el kit DNA-free™ Kit d’Ambion.

Lisat cel-lular
1. Per a preparar la solucié de lisi afegir 10 uL de 2-mercaptoethanol per cada mil-lilitre de
Solucié de Lisi del kit, preparar la quantitat necessaria segons els cultius que volem lisar.

2. Retirar el medi de cultiu de les cel-lules i netejar un cop amb PBS.
3. Afegir la solucié de lisi a les cel-lules i deixar reposar uns minuts a temperatura ambient.

4. Pipetejar el lisat cel-lular(consisténcia viscosa) fins que tingui una consisténcia més
liguida i posar en un tub eppendorf.

En aquest punt els lisats es poden guardar a -20°C o a -80°C en cas que en vulgui continuar un altre
dia.

Aillament de 'RNA
5. Afegir el lisat en una columna GenElute Filtration Column (tub de 2 mL amb un insert de
color blau) i centrifugar a maxima velocitat 2 minuts.

Descartar la columna de filtrat i quedar-se amb el tub.

6. Afegir un volum igual al de lisat préviament filtrat d’etanol 70% al tub i pipetejar fins que
quedi completament mesclat.

7. Agafar amb la pipeta 700 pL de la mescla feta en l'apartat 6, posar-lo en la columna
GenElute Binding Column (tub de 2 mL amb un insert transparent que té un anell vermell) i
centrifugar a maxima velocitat 15 segons.

Descartar el liquid filtrat i quedar-se amb el tub i la columna.

8. Afegir 500 pL de la solucié de rentat 1 (Wash Solution 1) a la columna i centrifugar a
maxima velocitat 15 segons.

Descartat el tub amb el liquid filtrat i quedar-se amb la columna.

9. Posar la columna en un tub nou de 2 mL, afegir 500 pL de la soluci6é de rentat 2 (Wash
Solution 2) i cenitrfugar a maxima velocitat 15 segons.

Descartar el liquid filtrat i quedar-se amb el tub i la columna.
10. Afegir 500 pL de solucié de rentat 2 a la colmna i centrifugar 2 minuts.
Descartar el tub amb el liquid filtrat i quedar-se amb la columna.

11. Posar la columna en un tub nou de 2 mL, afegir 50 puL de solucié d’elucié (Elution
Solution) i centrifugar a maxima velocitat 1 minut.

En aquest punt 'RNA es pot guardar a -20°C o0 a -80°C en cas que en vulgui continuar un altre dia.

Eliminacié de DNA contaminant
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12. Afegir un volum 1:9 del Buffer DNase | 10x i 1 puL de rDNase | a la preparacié de RNA, i
pipetejar per a que es mescli bé.

13. Incubar a 37°C durant 20-30 minuts.

14. Afegir 2 pL de DNase Inactivation Reagent i pipetejar per a que es mescli bé.
15. Incubar 2 minuts a temperatura ambient.

16. Centrifugar a maxima velocitat durant 1 minut i mig.

17. Transferir el sobrenedant (que conté el RNA) en un tub nou.

Quantificacid6 RNA
Per a mesurar la quantitat de RNA obtingut de cada mostra utilitzar I'aparell Nanodrop.
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ANNEX 2. Planificacio de I'experiment
central

Tal com s’ha explicat en la Figura 5 del treball, per tal d’homogeneitzar els resultats
les diferents poblacions estudiades es van anar sembrant en setmanes
consecutives. Per tan cada setmana s’afegia un cultiu a la col-lecci6 fins al dia final
de I'experiment que comptavem amb 7 plaques de 6 pous les quals tenien 2 pous
amb cél-lules en tractament continu amb medi inflamatori i 2 pous amb tractament de
24 hores posteriorment revertit. La finalitat d’aquest annex és ajudar a entendre el

disseny de I'experiment central d’aquest projecte.
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Taula |. Diari de I'experiment central NG1.

14/01/19 Sembra cel-lules per observar a dia 29 de tractament. PLACA NG1-29d

15/01/19 Tractament de les cél-lules de la placa NG1-29d amb medi inflamatori.

16/01/19 Reversié del tractament en els pous TPRa i TPRb de la placa NG1-29d.

18/01/19 Canvi de medi (corresponent) de tots els pous de la placa NG1-29d.

21/01/19 Sembrar cél-lules per observar a dia 22 de tractament. PLACA NG1-22d
Ressembra de la placa NG1-29d a una densitat de 1-10°cel/cm? amb el
medi corresponent per a cada variable.

22/01/19 Tractament de les cél-lules de la placa NG1-22d amb medi inflamatori.

23/01/19 Canvi de medi (corresponent) de tots els pous de la placa NG1-29d.
Reversié del tractament en els pous TPRa i TPRb de la placa NG1-22d.

25/01/19 Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-29d i NG1-22d

28/01/19 Sembra cel-lules per observar a dia 15 de tractament. PLACA NG1-15d
Ressembra de la placa NG1-22d a una densitat de 1-10°cel/cm? amb el
medi corresponent per a cada variable.

29/01/19 Resembra de la placa NG1-29d a una densitat de 1-10°cel/cm? amb el medi
corresponent per a cada variable.

Tractament de les cél-lules de la placa NG1-15d amb medi inflamatori.

30/01/19 Canvi de medi (corresponent) a tots els pous de la placa NG1-22d.

Reversi6 del tractament en els pous TPRa i TPRb de la placa NG1-15d.

01/02/19 Canvi de medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-29d, NG1-22d i NG1-15d.

04/02/19 Sembra cel-lules per observar a dia 8 de tractament. PLACA NG1-8d
Resembra de la placa NG1-22d i NG1-15d a una densitat de 1-10°cel/cm?
amb el medi corresponent per a cada variable.

05/02/19 Resembra de la placa NG1-29d a una desitat de 1-10°cel/cm? amb el medi
corresponent per a cada variable.

Tractament de les cél-lules de la placa NG1-8d amb medi inflamatori.

06/02/19 Reversio del tractament en els pous TPRa i TPRb de la placa NG1-8d.
Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-22d i NG1-15d.

08/02/19 Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-29d, NG1-22d, NG1-15d i NG1-8d.

11/02/19 Sembra cel-lules per observar a dia 1 de tractament. PLACA NG1-1d
Ressembra de les plagues NG1-22d i NG1-15d a una densitat de
1-10°cel/cm? amb el medi corresponent per a cada variable.

12/02/19 Ressembra de les plagues NG1-29d i NG1-8d a una densitat de
1-10°cel/cm? amb el medi corresponent per a cada variable.

Tractament de les cél-lules de la placa NG1-1d amb medi inflamatori.

13/02/19 Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-22d i NG1-15d.

Reversié del tractament en els pous TPRa i TPRb de la placa NG1-1d.

15/02/19 Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-29d, NG1-22d, NG1-15d, NG1-8d i NG1-1d.

18/02/19 Canvi de nom de les plaques degut a que I'experiment s’allargara dues

setmanes més.

14/01/19 | NG1-29d | NG1-43d
21/01/19 | NG1-22d | NG1-36d
28/01/19 | NG1-15d | NG1-29d
04/02/19 | NG1-8d | NG1-22d
11/02/19 | NG1-1d | NG1-15d
18/02/19 NG1-8d

25/02/19 NG1-1d
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Sembra cel-lules per observar a dia 8 de tractament. PLACA NG1-8d
Ressembra de les plagues NG1-15d i NG1-22d.

19/02/19 Ressembra de les plagues NG1-29d, NG1-36d i NG1-43d.
Tractament de les cél-lules de la placa NG1-8d amb medi inflamatori.
20/02/19 Reversi6 del tractament en els pous TPRa i TPRb de la placa NG1-8d.

Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-15d i NG1-22d.

22/02/19 Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-43d, NG1-36d, NG1-29d, NG1-22d, NG1-15d i NG1-8d.

25/02/19 Canvi del medi corresponent a la variable a tots els pous de les plaques
NG1-43d, NG1-36d, NG1-29d, NG1-22d, NG1-15d i NG1-8d.

26/02/19 FINAL EXPERIMENT
Sembra de plaques per a assaig d’invasid, assaig de proliferacié i assaig
d’ARN.

Treball de Fi de Grau | Noemi Garcia Serra



UNIVERSITAT
ROVIRA | VIRGILI

Recuperar

les cél-lules
Plagues 6 pous \1: cultivs 500ul Accutase
x20 poblacions +500ul IMDM-0%

1 ml suspensié 600 x 10e4 / total

10ul + 10ul blautripa CentﬁfugUG
m

Qv’/ 1ml
1 ml IMDM-0%
}

Comptatges

15da
15d-Ra
SW620 Prendre el volum adient per a
aconseguir una concentracio de:
Tubs 30ml 10 x 10e4 /100ul
100 x 10e4 / ml
Agafem 32x10e4 cél-lules de les S':j'fm":a:',jfwef apo: Gml - IMDKS-%
poblacions comptades, i un volum p*:' ~a'~:. diferents volurii
semblant de laresta de —_— ececsEr
poblacions: 2 x4 x100ul / pou
800 ul
\ ASSAIG MIGR/INV
Dil. 1/10
Aprox. 50 ul TUBS 2 ml
Aprox. 50 ul P 3X 2x4x100ul / pou 280 ul
u
Centrifugar PROLIF. HEXasa
1 x 380 (190a+190bjul
250 ul PBS /pol
380 ul
4 x 380 (190a+190bjul / pou
RNA 24 h
RECTA 50 ul 1.520ul
PATRO PLACA
tot allo que quedi
Placa 96 pous CONGELAR N2 ~3.000ul

Contenint 50ul /pou HEX-SUBSTRAT 2X
A revelar en 30-60 minutsamb 160ul REV-1x

Calculs

Figura I. Esquema del protocol seguit el dia que finalitzaven els cultius per tal de realitzar el mostratge.
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ANNEX 3. Analisi de I'expressié dels
gens ZEB1 i SNAI2
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Figura Il. Analisis de I'expressié génica. L'RNA analitzat va ser aillat dels cultius a partir dels quals es va
sembrar les plaques de I'assaig d’invasié i migracid, per tan després de les diferents setmanes de tractament les
cél-lules van ser ressembrades en els seglents medis: medi control (Con, Inf + C(24h) i Rev) o bé medi
inflamatori (Inf i Rev + (24h),) i passades 24 hores es va extreure el RNA. L’eix d’ordenades mostra la induccié
relativa de cada mRNA respecte al mRNA de les cél-lules SW620 cultivades amb medi control (Con). Els
resultats mostrats sén la mitjana de dos cultius amb les mateixes condicions dut a terme en paral-lel + la

desviaci6 promig.
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ANNEX 4. Grafics analisi de
I'expressid genica no inclosos

Els grafics que és mostren a continuacié estan elaborats amb els resultats de
I'analisi de RNA de mostres extretes durant la segona repeticioé de I'experiment. No
s’han inclos en el treball ja que alguns dels gens no mostren la tendéncia que
observem en els grafics obtinguts a partir de 'experiment central d’'una forma tan

clara.
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Figura Ill. Analisis de I'expressio génica. L'RNA analitzat va ser aillat dels cultius a partir dels quals es va
sembrar les plaques de I'assaig d’invasié i migracio, per tan després de les diferents setmanes de tractament les
cel-lules van ser ressembrades en els segiients medis: medi control (Con, Rev) o bé medi inflamatori (Inf i Rev +
(24h),) i passades 24 hores es va extreure el RNA. L’eix d’ordenades mostra la induccié relativa de cada mRNA
respecte al mMRNA de les cél-lules SW620 cultivades amb medi control (Con). Els resultats mostrats sén la

mitjana de dos cultius amb les mateixes condicions dut a terme en paral-lel £ la desviacié promig.
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