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Introduccid

1.1 Introduccié ala ressonanica magnetica nuclear (RMN)

El 1946 dos grups de recerca independents, el de Bloch i el de Purcell, van obser-
var per primera vegada senyals de ressonancia magneética nuclear. El 1952, Bloch i
Purcell van obtenir el premi Nobel de Fisica pels seus descobriments. Des de lla-
vors la ressonancia magnetica nuclear no ha deixat d’evolucionar, i ha esdevingut
una técnica indispensable en els camps de la quimica, la bioquimica, la fisica i, més

recentment, de la medicina.

1.1.1 El fenomen de la ressonancia

El fenomen de la ressonancia magnetica nuclear es produeix quan irradiem una
mostra sotmesa a un camp magnetic extern 5, amb una ona de la freqiiencia adient,
tant al camp magnetic com als nuclis que es vulguin estudiar. Molts nuclis atomics,
pel fet de ser carregues, tenen un vector moment magnetic p. El moment nuclear

angular d"un nucli es defineix com:

P 1+ (1.1)
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on h és la constant de Planck i I és I’spin nuclear. El moment magnetic d’spin

d’un nucli es defineix com:

p=~-P (1.2)

on 7 és la constant giromagnetica i P és el moment nuclear angular.

Només els nuclis amb un I diferent de zero s6n detectables per RMN, i la constant
giromagnetica v determina la sensibilitat de la tecnica per detectar un nucli concret.
El vector 1, col-locat dins d’'un camp magnetic, presenta moviment de precessié al
voltant de 1'eix del camp extern, és a dir, els nuclis giren sobre si mateixos amb una

velocitat angular:

Wy = —7 - BO (13)

el vector u pot presentar (2] + 1) orientacions respecte del camp. En el cas més
simple, per I =1/2, només hi ha dues possibles orientacions de .. Aix0d provoca que
en la mostra hi hagi dos estats energetics possibles, un de major i un de menor ener-
gia (figura 1.1). Per la llei de distribucié de Boltzman (Equaci6 1.4) es pot calcular la
diferencia de poblacions entre els dos estats o i 5. En condicions normals (25° C, 1
atm), la poblaci6 en 'estat de menor energia ( N3) és superior a la poblacié de I’estat
de major energia (V,).

Ng/N, = exp (—AE kg - T) (1.4)

on kp és la constatn de Boltzman i T és la temperatua absoluta.

La diferéncia d’energies entre els dos estats és:

AE=~-h-By=h-v (1.5)

Per tant, i aillant en 1’equaci6 1.5, per provocar la transicié dels nuclis de l'estat de
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Figura 1.1: Distribuci6é dels nuclis en els diferents estats energetics en aplicar un
camp magnetic, cas d’spin 1/2

menor al estat de major energia, cal irradiar la mostra amb una radiaci6 de freqiién-

cia:

Wo
2T

(1.6)

vy,

és a dir, la freqiiéncia de precessi6 del moment magnetic del nucli al voltant del

camp B, o freqiiéncia de Larmor.

En una representacié macroscopica, observariem el vector magnetitzacié de la
mostra M, o vector suma de tots els vectors moment magnétic dels nuclis de la
mostra, que en rep0s seria un vector en el mateix sentit i direccié que el camp mag-
netic extern (figura 1.2). A diferencia del vector 4, el qual esta quantizat i només pot
trobar-se en un dels dos possibles estats energetics, el vector magnetitzacié M, no
esta quantizat i presenta un nombre continu d’estats.

Per simplificar el sistema, s’introduieix el concepte de sistema de coordenades
rotatori, un sistema de coordenades que gira a la mateixa velocitat angular w, que
el vector p, de manera que en el sistema de coordenades giratori aquest vector no

estigui en moviment.

Quan la mostra s’irradia amb una freqiiéncia v, s’acompleix la condici6 de res-
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Figura 1.2: Vector magnetitzacié global o macroscopica d’una mostra sotmesa a un
camp magnetic extern

sonancia. Aquesta irradiacié s’aconsegueix aplicant un camp magnetic oscil-lant B;
al llarg de l'eix X, és a dir, perpendicular al camp B,. Aquesta radiacié proporciona
I'energia necessaria per permetre el salt energetic dels nuclis de I'estat de menor a
I'estat de major energia, i provoca el desplagament del vector magnetitzacié de la
seva posici6 original ( M, = M), provocant doncs 1’aparicié de magnetizacié en el
plaxy (M,,).

Mentre el sistema torna a l'estat energetic inicial és possible obtenir informacié
sobre el sistema. El senyal que s’obté és una sinusoide atenuada (FID, free induction
decay) que decau a mida que M,, desapareix. El tractament de la FID ens permet ob-
tenir un espectre en que estaran representats els nuclis d’'un mateix tipus que formin
part de la mostra (i.e.lH, Bc etc.) (Friebolin, 2005; Gadian, 1995). Aquest tractament
consisteix en descomposar la FID en totes les components que la conformen, i re-
presentar la informacié després d'una trasnformacié de Fourier rapida en un grafic

d’intensitat vs freqiiéncia, que sera 1'espectre (veure figura 1.3).

1.1.2 L’experiment d’'RMN monodimensional de transformada de

Fourier

En el cas de I'experiments monodimensional més senzill, la mostra es col-loca dins

del camp magnetic, s’excita amb una radiofreqiiéncia que provoqui que M.= 0 i
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fiy

L 0= o, - 1w, +x

Figura 1.3: Esquema del procés de transformada de Fourier per passar de la FID a

I'espectre

M_,= My (pols de 90 ° C) i es recull la informacié del retorn de la magnetitzaci6 a la

posici6 original (figura 1.4). La FID és processada per obtenir 1’espectre.

1.1.3 Parametres espectrals

Els parametres essencials per interpretar la informacié continguda en un espectre

son els segiients:

e Desplacament quimic

Es la posicié que ocupa un senyal en l'espectre (figura 1.5). Cada nucli té una
freqiiéncia de ressonancia caracteristica, que determina la seva posicié en 1'es-
pectre. Aquesta freqiiencia depen del camp magnetic al qual es faci 1'experi-
ment. Per fer comparables espectres obtinguts a diferents camps magneétics, el

desplagament quimic 0 s’expressa emprant les parts per mili6, que es calculen:

Vs — VR

a:

x 106 (1.7)
VR

on v, és la freqiiencia de ressonancia (Hz) caracteristica del nucli a aquell camp
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Figura 1.4: Exemple del qué seria la seqiiencia d’'RMN monodimensional més sen-
zilla.

magnetic By i vy és la freqiiéncia de referencia. L'escala de parts per mili6
(ppm) permet que tots els espectres d"una mateixa mostra siguin comparables
entre si independentment de 'aparell on s’hagin obtingut, ja que referenci-
en la freqtiéncia caracteristica de cada nucli amb una freqiiencia de referéncia
que depén del camp magnetic on s’haig obtingut 1'espectre. El desplagament
quimic depen de diversos factors, principalment el tipus de nucli d’estudi,
I’entorn quimic d’aquest nucli, el medi en qué es trobi la mostra i els centres

paramagnetics propers al nucli.

¢ Intensitat i amplada del senyal

Entenem per intensitat ’area del senyal. Esta relacionada directament amb la
concentracié de nuclis que donen lloc a aquell senyal. L'amplada del senyal
a mitja algada déna una idea de la correccié de les condicions instrumental
d’adquisicié de 1'espectre: com més estret és el senyal, millor és la seva qua-
litat (figura 1.5). Aquest parametre es pot optimitzar experimentalment, pero
factors com la temperatura, el camp magneétic i la relaxacié transversal (veure

més avall) afectaran al seu valor.
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Figura 1.5: Representaci6é del desplagcament quimic 0, l'algada a i I'amplada a mitja
alcada Avy/, d'un senyal d’'RMN.

e Multiplicitat d’un senyal

Es el resultat de la interaccié d’un nucli amb els nuclis veins a través de 1’enllac.
Aquesta interaccié produeix un desdoblament del senyal, donant lloc a un

patro6 caracteristic. Els factors que determinen la multiplicitat d"un senyal son:

— acoblament amb nuclis iguals: un nucli sent la distribuci6 dels spins dels
nuclis proxims a través dels enllagos. Aixo provoca que el camp magnetic
real sobre aquest nucli estigui modificat pels spins dels nuclis propers
en l'estructura, donant lloc al desdoblament dels senyals. Es defineix la
constant d’acoblament, J, com la distancia en Hz que separa dos senyals

acoblats.

- acoblament amb nuclis diferents: el mateix efecte que es déna degut a nu-
clis iguals pot produir-se degut a nuclis diferents de 'estudiat, per exem-

ple acoblament de 'H amb B

— desacoblament: en alguns casos pot resultar interessant eliminar alguns
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senyals de l'espectre, per simplificar-lo. Aixo s’aconsegueix saturant un
senyal, és a dir, irradiant selectivament un nucli, de manera que s’evita
que es vegi afectat pel pols d’excitacié. Llavors es perd la interaccié dels
nuclis que generen aquest senyal amb els nuclis del voltant de la mateixa

molecula, i s’eliminen els seus acoblaments.

— simetria: la simetria d'una molecula pot fer que apareguin en l'espec-
tre menys senyals dels esperats a priori, ja que algun element de simetria
pot relacionar atoms diferents dins la molecula, convertint-los en quimi-
cament equivalents i desapareixent doncs la multiplicitat deguda al seu

acoblament.

e Temps de relaxaci6 7T} i 15

El retorn del vector magnetitzacio a la posici6 inicial (és a dir, el retorn dels
nuclis a l'estat de menor energia) esta controlat pels processos de relaxacié
longitudinal i transversal, regits per les constants de temps 7} i 75 respectiva-

ment. Els dos processos de relaxaci6 es donen a 1'hora, essent sempre 7, < T7.

Ty és el temps de relaxacié longitudinal. La relaxacié longitudinal esta relaci-
onada amb el bescanvi d’energia entre els spins nuclears i el seu entorn mo-
lecular. El retorn dels spins a la situacié d’equilibri presenta normalment un

comportament exponencial, que es pot descriure amb 1'expressio:

dM, My— M,
== = M, = My - (1 — exp(—t/T1)) (1.8)
dt T

Es important tenir present el parametre 7} en el disseny experimental, ja que si
es torna a adquirir un espectre sense permetre la recuperacio total de la mag-
netitzaci6 es produeix una atenuaci6 artefactual del senyal. Per tant, sempre

cal esperar entre dos polsos un temps minim de 3 x T, que equival a una
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recuperaci6 d’M, del 95%.

T, és el temps de relaxaci6 transversal. La relaxaci6 transversal consisteix en

9

interaccions amb spins nuclears veins sense involucrar a bescanvi net d’ener-

gia. L'equaci6 1.9 expressa el retorn a 1’estat d’equilibri.

dMy, M,
a

= My, = My, - exp(—t/T>)

(1.9)

T, contribueix a I'eixamplament dels senyals de I'espectre d'una manera més

intensa que 7;. A la figura 1.6 es mostra la relacié de 77 i 7, amb el temps

de correlaci6é 7., que ens déna una idea de la mobilitat de la molécula (com

més gran és la molecula, més petit és 7). En general, molecules grans presen-

ten espectres poc resolts degut a valors de T; petits (entre 107° 1 1072 s), que

provoquen eixamplament dels senyals.

En aquest cas també és important tenir en compte que trancorri un temps 3 x 75

abans de tornar a polsar, ja que aixo implica que el 95% d’M,,, ha desaparegut.

Com que T, < T, en general només es controla en el disseny de 1'experiment

que s’acompleix la condici6 per 73.

e Relaci6 senyal soroll

La relaci6 senyal/soroll (SNR, signal to noise ratio) és el quocient entre la inten-
sitat d'un senyal i la intensitat del soroll en I’espectre. Normalment la intensi-
tat d’una sola FID és massa feble de manera que després de la transformada
de Fourier la intensitat dels senyals és molt petita comparada amb la intensitat
del soroll. Llavors les FIDs obtingudes després de diferents polsos es sumen
i es fa la transformada de Fourier. En aquesta acumulacio, el soroll és aleatori
i es promitja, mentre que la contribucié dels senyals és sempre positiva i per

tant augmenta degut a 1’addici6é de FIDs. La relaci6 senyal/soroll augmenta

en proporcié a I'arrel quadrada del nombre d’adquisicions.
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Figura 1.6: Relaci6 entre el valor dels temps de relaxaci6 77 i 15 i el temps de corre-
lacié d’una molecula

1.1.4 L’'RMN bidimensional

Els espectres d’'RMN convencional, és a dir, monodimensional, sén representacions
d’intensitat vs.freqiiencia; en els experiments bidimensionals la intensitat es repre-
senta com a funcié de dues freqiiéncies, anomenades normalment F1 i F2. En un
experiment monodimensional els acoblaments escalars donen lloc a multiplets en
I'espectre. En els espectres bidimensionals, la idea de multiplet s’ha d’expandir,
de manera que els multiplets consisteixen en una formacié de pics individuals que
donen la sensaci6 de formar un quadrat o un rectangle. En 1D-RMN de transforma-
da de Fourier ( secci6 1.1.2) el senyal es adquirit com una funcié d’una variable de
temps d’adquisici6 i processat per transformada de Fourier per obtenir un espectre,
el qual és funcié d’una variable de freqiiencia. En els experiments bidimensionals
(2D) el senyal es adquirit com una funcié de dues variables de temps, t11i t2, i pro-

cessat per transformada de Fourier dues vegades per donar lloc a un espectre que és
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Figura 1.7: Esquema general d"un experiment d’'RMN bidimensional

funcié de dues variables de freqiiencia. L'esquema general d'un experiment 2D es
mostra a la figura 1.7. En el primer periode, anomenat temps de preparacio, la mos-
tra és excitada per un o més polsos. La magnetitzaci6 resultant evoluciona durant el
primer periode t1. El periode que segueix és el periode de mescla, que consisteix en
un o més polsos. Després del periode de mescla, el senyal és adquirit com a funcié
de la segona variable de temps, 2. La durada exacta dels temps de preparaci6 i de
mescla en la seqiiéncia de polsos determina la informacié que trobarem en ’espec-
tre. Es important remarcar que el senyal no s’adquireix durant el periode t1, sino
durant el periode ¢2 al final de la seqiiéncia.

El periode de mescla juga un paper crucial en la formacié de I'espectre 2D. En
abséncia d"un periode de mescla, les freqiiéncies que evolucionen durant ¢1 i t2 se-
rien iguals i en 1’especte només apareixerien senyals en la diagonal. Per obtenir un
espectre util i interessant és essencial dissenyar la seqiiencia de tal manera que es
produeixi transferencia de senyal entre spins durant el periode de mescla.

Potser el tipus d’experiment 2D més important és aquell en el qué es produeix
transferencia de magnetitzacié entre spins degut a 1’acoblament escalar entre ells.
Els experiments tipus COSY (COrrelation SpectroscopY) formen part d’aquest grup.
La figura 1.8 mostra un espectre COSY esquematic d'una hipotetica molecula que
contingui només dos 'H, A i X, que es troben acoblats. L’espectre monodimensional
representat sobre 1’eix F2 mostra el parell de doblets esperat per aquesta molecula,
centrats en els desplacaments quimics d’A i X, 94 i Ox. En un espectre COSY, les co-
ordenades F1 dels pics en 'espectre 2D corresponen també als senyals de 1'espectre
monodimensional i per emfasitzar aquest punt I'espectre 1D ha estat també repre-

sentat en l'eix F1. Com és evident, 'espectre COSY presenta simetria al llarg de la
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Figura 1.8: Esquema d"un espectre COSY per dos nuclis A i X acoblats

diagonal, representada per la linia discontinua (Keeler, 2004; Berger & Braun, 2004;
Friebolin, 2005)

Un tipus d’experiment especialment ttil consisteix en adquirir un espectre 2D on
la coordenada d’un senyal en una dimensi6 és el desplacament quimic d"un tipus de
nucli (per exemple "H) i la coordenada en l'altra dimensi6 és el desplacament qui-
mic d’un altre nucli (per exemple P el qual esta acoblat al primer nucli . Aquest
tipus d’espectre sén anomenats comunament mapes o espectres de correlacié hete-
ronuclear.

’acoblament a un enllag entre el °C i el "H directament unit a ell és relativament
constant ( al voltant de 150 Hz) i molt més gran que les constants d’acoblament a
llarga distancia entre °C i "H. Utilitzant aquesta gran diferéncia en les | es poden
dissenyar experiments que donen lloc a a espectres de desplagaments de C vs des-
placaments de "H directament units a ells. Només un tipus de nucli pot ser observat
cada vegada, per tant cal escollir si s’observa °C o 'H quan s’adquireix un espectre
de correlacié. Des del punt de vista de la sensibilitat, és molt recomanable obser-
var 'H. En primer lloc, la magnetitzacié del 'H és més gran que la del Bc ja que la
separaci6 dels nivells energetics és més gran en 'H i per tant, segons Boltzmann, la

diferencia de poblacions també és més gran. En segon lloc, I'abundancia natural del
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Figura 1.9: Esquema d"un espectre HMQC per dos nuclis 1i 2 acoblats

C és de 1'1,1%, de manera que els enyals que provinguessin de les molecules que
continguessin aquest nucli es veurien distorsionades pels senyals molt més intensos
de les molecules que no el continguessin.

Un tipus concret d’espectre de correlacié "H-"C és Heteronuclear multiple-quan-
tum correlation (HMQC).En la figura 1.9 es mostra 1'esquema de 1'espectre HMQC
pel cas concret d’un parell "H-"C acoblat. En F2 trobem un doblet centrat en el J
de I'spin 1 ("H) i aquests dos pics tenen com a coordenada en F1 el centre del 9 de
I'spin 2 (°C). En aquest experiments, la seqiiéncia es dissenya de tal manera que els

senyals provinents dels "H no acoblats a °C quedin anul-lats.

1.2 Aplicacions de I’'RMN a l'estudi de sistemes vius

El fet que I'RMN sigui una tecnica no invasiva i no destructiva permet emprar-la
en estudis in vivo, ex vivo i in vitro de sistemes vius, tant de cel-lules en cultiu com
de biopsies de teixit i també de teixits i organs dins d'un organisme intacte. Per
aquestes aplicacions, hi ha dues vessant dins de la ressonancia magnética: I'espec-

troscopia(MRS) i la imatgeria (MRI).

1.2.1 Imatgeria i espectrosopia de ressonancia magneética

La imatge per ressonancia magneética (MRI) es basa en I'obtencié d'imatges a partir

de la proporci6 d’aigua en una mostra i les seves propietats de relaxaci6 en la regi6
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d’estudi. Inicialment s’empra l'aigua degut al seu alt contingut en els teixits vius
i al fet que el "H té una alta sensibilitat de detecci6. La MRI és la tecnica d’imatge
d’elecci6 en els casos de patologies del sistema nervids central, i s"utilitza cada cop
més en patologies d’altres teixits. Proporciona un contrast excel-lent en les imatges
i una molt bona resoluci6 espacial. El contrast en els experiments de MRI s’aconse-
gueix principalment gracies a les propietats dels protons de 1'aigua que donen lloc
als senyals, és a dir, a la densitat de protons, i als temps de relaxaci6é 7} i 7, d’a-
quests protons. En general, es defineixen tres tipus d’imatges: ponderades en 7},
ponderades en 75 i ponderades en densitat de protons. La figura 1.10 mostra exem-
ples d’aquests tipus d’imatges. La seqiiéncia de polsos i els parametres d’imatge
definiran el tipus d’imatge que s’obtindra. També és necessari definir, mitjancant
gradients de camp magnetic, una regié d’estudi, o voxel dins de la massa del teixit

a estudiar (Freeman, 2003; Sijens, 2005).

Les primeres imatges d’objectes grans van ser obtingudes per Lauterbur (Lauter-
bur, 1973). El seu metode implicava l'aplicacié de gradients de camp magneétic per
obtenir perspectives en una dimensié que després es reconstruiren per donar una
imatge en dues dimensions. En els anys segiients,es van proposar una gran quanti-
tat de tecniques d’obtenci6 d’imatges . Es van obtenir imatges de dits (Mansfield &
Maudsley, 1976) i altres parts del cos, i finalment imatges de cossos sencers, gracies
a la possibilitat d’accedir a imants de mida més gran. Posteriorment aquesta tecnica
es va aplicar a I'estudi de molts sistemes diferents. El 1981 es van obtenir les prime-
res imatges cliniques al Hammersmith Hospital de Londres. Les millores técniques

han contribuit a que avui sigui una eina de diagnostic clinic ampliament utilitzada

(Sijens & Oudkerk, 2005).

La necessitat d’aconseguir una major especificitat o un major contrast en alguns
casos per distingir determinats canvis en les imatges van portar al desenvolupament

d’agents de contrast. Aquest compostos son captats pels teixits en determinades si-
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tuacions patologiques i actuen accelerant els processos de relaxacié dels protons de
I'aigua dels teixits a on arriben, i per tant disminueixen els temps de relaxacié longi-
tudinal (77) i transversal (73). L'efecte final és que 'estructura d’interes queda resol-
ta (contrastada) de la resta d’estructures en la imatge d’MRI. Avui en dia els quelats
de gadolini, com el Gd-DTPA (Gd *? i acid dietiltriaminpentacetic), constitueixen
el grup més ampli de compostos paramagnetics emprats en contrast per MRI, i sén
considerats molt segurs en quant a risc pel pacient es refereix. El Gd-DTPA s’utilitza
com a agent de contrast en els estudis clinics de rutina, tot i que altres compostos
paramagnetics s’estan desenvolupant (Watanabe, 2002; Rodriguez et al., 2005). La
figura 1.10 B mostra una imatge de cervell huma d’un pacient diagnosticat de glio-

blastoma obtinguda després de 'administracié de Gd-DTPA.

La MRI s’empra en estudis in vivo i in vitro de sistemes model animals. La possi-
bilitat d’obtenir animals transgenics ha permes desenvolupar encara més el conexe-
ment de molt diverses patologies emprant aquest model (Pirko et al., 2005). També
s’ha aplicat en estudis in vitro de cel-lules (Delikatny & Poptani, 2005; Modo et al.,

2005), per exemple en el seguiment de la inclusié d’ions paramagnetics en cel-lules.

Actualment, la MRI s’ha desenvolupat fins a permetre obtenir molts tipus dife-
rents d’informaci6 segons el tipus d’experiment que es realitzi: angiografia, estudis
de perfusi6 de teixits, imatges ponderades en difusié o neuroimatge funcional sén
algunes de les noves possibilitats que ofereix aquesta tecnica (Brown & Semelka,

1999; Hailey, 1997; Sijens, 2005).

L’espectroscopia de ressonancia magnética (MRS) es basa en 'obtenci6é d’es-
pectres de regions localitzades en el teixit d’estudi, generalment espectres de 'H,
perd també de °'P, °C 0 *Na endogens, i de F, °C i 7O exdgens. La informaci6
que proporciona permet la caracteritzacié de tipus bioquimic del teixit estudiat, i di-
ferenciar dins del mateix teixit zones sanes de zones patologiques, i en alguns casos

el detall obtingut permet coneixer les causes de I'alteracié (Howe & Opstad, 2003).
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Figura 1.10: Imatge de MRI en tall axial d"un mateix pacient diagnosticat de glio-
blastoma, ponderades en A-T3;B-T} després de 1'administracié de contrast; C-T5; i
D-densitat de protons. L'elipse vermella a B encercla la zona patologica.

El desenvolupament d’imants superconductors d’alt camp a finals dels anys sei-
xanta i l'aplicaci6 de la transformada de Fourier van revolucionar el panorama de
I'RMN, tot i que es va trigar un temps a aplicar aquestes innovacions a l'estudi de
sistemes vius. El 1973, Moon i Richards (Moon & Richards, 1973) van descriure
estudis d’'RMN d’alta resoluci6 de >'P d’eritrocits, on havien detectat ATP, fosfat in-
organic i 2,3-fosfoglicerat, i havien pogut mesurar el pH intracelul-lar. També es va
emprar 3'P-RMN en l'estudi de Hoult (Hoult et al., 1974) de muscul de pota de rata.
Es van assignar senyals de diversos compostos del metabolisme energetic i es va
mesurar el pH intracel-lular. Aquests i altres estudis posteriors van mostrar l'interés

: 31 : : . i
que tenia 'RMN de ™ P com a sensor no invasiu del metabolisme energetic tissular.

Alhora, es va comprovar que 'RMN de °C es podia emprar per seguir els pro-
ductes intermedis de les rutes metaboliques (Eakin et al., 1972; Sequin & Scott, 1974).
Meés tard, també es descrigué 1"as d’/RMN de 'H per observar un ampli nombre de
compostos en eritrocits en suspensié (Brown et al., 1977). E1 1980 es va desenvolupar
la primera bobina de superficie, que, col-locada propera a la regi6é d’interes permetia
'estudi del muscul esquelétic i metabolisme cerebral de petits animals (Ackerman
et al., 1980). Aquesta practica es va estendre posteriorment a estudis en humans
(Ross et al., 1981; Cady et al., 1983). Els primers espectres de teixits cancerosos hu-

mans es van aconseguir el 1983 (Griffiths et al., 1983), concretament en un estudi de
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31P d’un sarcoma en una ma.

L'MRS permet un estudi de tipus bioquimic dels teixits a estudiar. En el cas
d’aplicar-se a l'estudi in vivo d"un organisme, és també necessari definir un voxel
sobre el qual s’obtindran els espectres. En el cas d’humans, en l’actualitat la majoria
dels aparells clinics de MRI permeten 1’obtencié en la mateixa exploracié de la imat-
ge i de l’espectre. Entre d’altres, la MRS permet obtenir informaci6 sobre el pH intra
i extracel-lular de la regi¢ d’estudi, mesures d’ions metalics implicats en reaccions
bioldgiques, mesures cinetiques i de concentracié de metabolits i obtencié d’infor-
maci6é d’heterogeneitat cel-lular i tissular, aixi com informacio fisiologica mitjangant
experiments de perfusid, difusi6é i mesures de flux (Gadian, 1995). Les limitacions
que presenta estan lligades a la seva baixa sensibilitat, que implica la necessitat d’al-
tes concentracions del metabolit a estudiar ( entre 100nM i 1mM per estudis de 'H i
*'P en abundancia natural i °C per compostos marcats) per poder obtenir una SNR

acceptable.

La MRS es pot aplicar també a 'estudi ex vivo de biopsies, les quals sén de vega-
des obtingudes del teixit a estudiar per realitzar un estudi histopatologic. L’obtenci6
d’espectres d'RMN d’aquestes mostres pot proporcionar molta informacié de tipus
bioquimic sobre el teixit. La dificultat de treballar amb biopsies és introduir-la en
un tub d’'RMN i poder obtenir un espectre d’alta qualitat, i la isquemia que pateix el
teixit, que pot distorsionar els resultats. Inicialment s’obtenia un extracte acid de les
biopsies, i s’adquirien els espectres de 1'extracte de metabolits desproteinitzat que
ja tenia un patr6 espectral estable (Maxwell et al., 1998). Actualment, la utilitzaci6
de I'espectroscopia d’alta ressoluci6 de gir d’angle magic (high-resolution magic angle
spinning spectroscopy, HR-MAS) ha permeés obtenir espectres de "H-RMN detallats
del patré metabolic de biopsies intactes (Barton et al., 1999; Howe & Opstad, 2003).
A més, la informacié que s’obté és més comparable amb els espectres in vivo (Cheng

et al., 1998), que els extractes acids, ja que ens aquests la informacié deguda a la
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major part de macromolécules i lipids es perd en el procés d’extraccié acida.

L'MRS s’aplica també a 'estudi de cel-lules intactes (Reckel et al., 2005) i de sis-
temes model animals (Pirko et al., 2005) amb 1’objectius de millorar el coneixement
dels processos que es donen in vivo en les diverses patologies d’estudi.

Tant la imatgeria de ressonancia magnetica (MRI) com I’espectroscopia de resso-
nancia magnetica (MRS) s’empren en l'actualitat en el diagnostic i pronostic medic
de moltes patologies, com per exemple tumors, esclerosi multiple, sindromes coro-

naris o epilepsia.

1.2.2 L'RMN en l'estudi del cancer. Els tumors cerebrals.

La ressonancia magnetica presenta un ampli rang de sensibilitats, i per tant ha es-
tat usada comunament per estudiar el cancer en humans, mitjan¢ant tant MRI com
MRS (Sorensen, 2006). Actualment, les dues técniques, MRI i MRS s’utilitzen en el
diagnostic de tumors, i en general de manera no excloent (Gruber et al., 2005).

Una de les patologies canceroses més ampliament estudiades per RMN, tant en
la seva vessant d'imatge (MRI) com en l'espectroscopica (MRS), sén els tumors ce-
rebrals. El cervell presenta certs avantatges respecte d’altres organs: primer, degut
a la seva relativa immobilitat comparada, per exemple, amb el cor, de manera que
els voxels es poden definir més acuradament i el moviment global pot ser corre-
git per processament postadquisicio; segon, degut a la seva forma aproximadament
esferica i homogeneitat intrinseca, que permet ajustar el camp magnetic per aconse-
guir una bona homogeneitat. Aixo ha fet que es posessin a punt en cervell estudis,
principalment de 1H—RMN, que s’han traslladat, posteriorment, a 'estudi d’altres
organs i teixits.

La MRI s’utilitza ampliament en 1’actualitat per 'estudi de diferents tipus de
tumor. La informacié principal que proporciona la MRI és de tipus espacial (ana-

tomica i morfologica), i per tant permet detectar una massa andomala en el teixit
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estudiat, determinar quin tipus de patologia representa, i realitzar un seguiment de
la seva evoluci6, especialment després que el pacient rebi tractament (Baudendistel
et al., 2004). Tot i aixi, les técniques d’imatge més avangades, com per exemple difu-
si6 o angiografia, proporcionen també informacié de tipus fisiologic. La possibilitat
d’emprar models animals i el desenvolupament d’imants per estudis de recerca de
més alt camp (per exemple 7T) que els que s’empren en clinica (1,5 o 3T general-
ment) esta permetent un avang important en el desenvolupament de noves aplica-
cions de la MRI (Balaban & Hampshire, 2001). Per una revisi6é de la MRI aplicada a

I'estudi de cervell es pot consultar Atlas (Atlas, 1991).

La MRS s’ha emprat durant més de 20 anys per conéixer distribucions de meta-
bolits en cel-lules i teixits. S’han desenvolupat tecniques que permeten ’obtenci6 de
multiples espectres simultaniament amb elements de volum tant petits com 1 mm?
(Sijens & Oudkerk, 2005). Permet la diferenciacié entre diferents tipus de tumors i
també, en un ampli rang de casos, la possibilitat de diferenciar entre graus de malig-
nitat, graus del tumor i prognosis. També permet el seguiment de la resposta d'un
tumor a diferents tractaments. Aixo és degut principalment a la caracteritzacié del
patré espectral del teixit sa i del tumor, i la seva comparacié per caracteritzar-ne
les diferencies. La interpretacié bioquimica dels espectres obtinguts in vivo s’ha vist
facilitada per la comparacié amb espectres d’alta ressolucié de cel-lules en cultiu o
biopsies (Howe & Opstad, 2003). La figura 1.11 mostra espectres promig de tumors

cerebrals humans, concretament glioblastoma, que poden ser emprats en la diferen-

ciaci6 de tipus tumorals.

Actualment esta guanyant molt de pes 1'estudi de metabolits detectables no no-
més per "H, sino per ’Ip, ja que proporcienen molta informacié sobre el metabolisme
energetic del tumor (Gillies & Morse, 2005) i s’ha comprovat que en molts tipus de
tumor el metabolisme de fosfolipids es troba alterat (Podo, 1999). D’especial relle-

vancia és el cas de la colina i el seu metabolisme, que tenen relaci6 amb una gran
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Figura 1.11: Espectres promig de glioblastoma obtinguts de la base de dades INTER-
PRET (http://azizu.uab.es/INTERPRET/) i Julia-Sapé i col-laboradors (Julia-Sapé
et al., 2006). A-temps eco llarg (136 ms), B-temps d’eco curt (30 ms). Les fletxes
indiquen els senyals de lipids mobils a 1,31 0,9 ppm.

quantitat de processos en tumors. Recentment, s’ha descrit un augment en ’activi-
tat colina quinasa en cel-lules tumorals en cultiu (Ramirez de Molina et al., 2002a)
i en tumors humans in vivo (Ramirez de Molina et al., 2002b) en comparacié amb
els teixits normals, que porta a un augment en la capacitat de sintesi de fosfocolina.
Aquests resultats podrien indicar un paper de la colina quinasa en transformacions

tumorals i carcinogenesi.

Ha contribuit de manera molt significativa a la millora del diagnostic de tumors
per RMN els meétodes de caracteritzacié per analisi estadistica dels espectres (Majos
et al., 2002), analisi lineal discriminant (Tate et al., 2003) o xarxes neurals (Poptani
et al., 1999). El treball amb reconeixement de patrons i les bases de dades multi-
centriques estan permetent avangar molt en la millora del diagnostic i pronostic de

tumors cerebrals (Tate et al., 1998).

1.3 Lipids mobils i goticules lipidiques

Una de les possibles aproximacions a 1’estudi de tumors en general i de tumors cere-

brals en particular és la caracteritzacié qualitativa i quantitativa del patr6 espectral
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del teixit d’estudi, i la utilitzacié d’aquesta informacié per comparar-la amb altres
tipus de teixits, ja siguin d’altres tumors o patologies, o sans. En el cas dels tumors
cerebrals, la caracteritzacié del patr6 espectral d’'RMN de "H ha permes detectar
en el patr6 espectral d’alguns tumors agressius (glioblastomes i metastasis) (Posse
et al., 1993; Preul et al., 1996; Negendank & Sauter, 1996; Tate et al., 1998, Murphy
et al., 2003) un senyal que podria resultar d’interés en la diferenciacié de tipus tu-
morals i en la caracteritzacié de la seva proliferaci6 i agressivitat: el senyal de lipids
mobils. Aquest senyal ha estat detectat en tumors agressius, relacionat amb proces-
sos de necrosi (Rémy et al., 1997; Howe & Opstad, 2003) i en linies cel-lulars en cultiu
(Hakumaki & Kauppinen, 2000), relacionats amb proliferaci6 cel-lular (Barba et al.,

1999; Pérez et al., 2002) i apoptosi (Al-Saffar et al., 2002), entre d’altres.

Els senyals de lipids mobils (ML) foren estudiats per primera vegada el 1982,
per Mountford i col-laboradors (Mountford et al., 1982). Van descriure la preséen-
cia de senyals a 0,9 i 1,2 ppm en l'espectre d’'RMN de "H de limfocits, limfoblasts
de leucémia i de limfocits transformats amb agents mitotics. Els senyals de lipids
mobils eren més intenssos en les cel-lules transformades. Suggerien que els senyals
provenien de lipids de membrana i que els canvis en la seva intensitat podien es-
tar relacionats amb la transformaci6 de les cel-lules de manera que proposaven que
podrien ser emprats com a indicadors de malignitat tumoral. A partir d’aqui es va
obrir un cami de gran interes per caracteritzar 1’origen bioquimic i metabolic d’a-
quests senyals, ja que permetria poder comprendre millor els processos tumorals in

100.

Molts sistemes cel-lulars, no només teixits apoptotics o necrotics, presenten se-
nyals de ML en el seu patr6 espectral, i en ells s’observen variacions en la inten-
sitat relativa del senyal de ML (Barba et al., 1999; Hakumaki & Kauppinen, 2000).
Coneixer l'origen de les variacions dels ML podria proporcionar informacié sobre

I'origen dels ML en tumors in vivo i sobre la seva relacié amb la bioquimica tumo-
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ral. Entendre 1'origen cel-lular d’aquests ML i dels seus canvis podria ser rellevant
per permetre que 'RMN pugui assolir tot el seu potencial en el diagnostic, pronos-
tic i planificacié de les terapies en tumors cerebrals (Murphy et al., 2003; Howe &

Opstad, 2003)

1.3.1 Localitzacié subcel-lular dels lipids que originen els senyals

de ML

A partir de la primera deteccié per RMN de "H ex vivo dels ML, la localitzaci6 del
compartiment subcel-lular que els origina ha estat molt discutida. S’han proposat
dues possibilitats: una localitzaci6 citosolica i una localitzacié a membrana plasma-
tica.

Mountford i col-laboradors van mantenir la hipotesi d'una localitzacié a mem-
brana plasmatica dels dominis lipidics que donen origen als ML. En I'estudi d'RMN
de 'H de limfocits, limfoblasts de leucemia i de limfocits transformats amb agents
mitotics publicat el 1982 (Mountford et al., 1982) concloien que el lloc on es loca-
litzen els dominis que generen els ML es troba a la membrana plasmatica de les
cel-lules, i no al citosol, degut a que la incubaci6 de les cel-lules amb Gd*3, que no
entraria dins la cel-lula, provocava un eixamplament dels senyals d’acids grassos
dels lipids de membrana, concretament dels fosfolipids de la cara externa de la bica-
pa, mentre que la incubacié amb Mn*?, que si entraria dins les cél-lules, provocava
un eixamplament de tots els senyals de I'espectre 'H-RMN de manera no selectiva.
Aquests resultats no tenen en compte que un percentatge del Gd*?® pot entrar dins
les cel-lules (Stasio et al., 2001), de manera que podria provocar la desaparicié d"una
part dels senyals de lipids que s’originaria en les goticules lipidiques.

El 1984 Mountford i col-laboradors (Mountford et al., 1984) van publicar un arti-
cle on estudien cel-lules canceroses metastatiques per RMN . Els autors estudiaren

els canvis en els lipids de la membrana plasmatica de dues linies cel-lulars malignes,
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Figura 1.12: Espectre de 'H-RMN de cel-lules de la linea de carcinoma de mama
13762. A- ampliacié de I'espectre amb line broadening de 3Hz; B- ressolucié millo-
rada amb l'aplicacié d'una funcié Lorentziana- Gaussiana a l’espectre. El senyal
que es marca amb la fletxa correspondria als lipids mobils. Imatge modificada de
Mountford i col-laboradors (Mountford et al., 1984)

i els relacionaven amb la capacitat metastatica de les cel-lules. Mesuraren els temps
de relaxaci6 del senyal a 1,2 ppm, i hi aplicaren técniques de millora de la resolucid.
Observaren que el pic es podia descomposar en quatre senyals, cadascun dels quals
presentaa un comportament biexponencial amb components 75 de 20 i 150 ms, en
cel-lules no metastatiques. En les cel-lules metastatiques les components de 75 eren
tres, de 20, 1001 800 ms. A la figura 1.12 es mostra l'espectre de de les cel-lules 13762
de carcinoma de mama estudiades. Els autors assignren els senyals a ésters de coles-
terol i en menor mesura a triacilglicerols, que estarien formant part de dominis de
membrana, i involucrats en els canvis de fase de les membranes. No es fa referencia
a la presencia en la regi6 d’estudi d’altres compostos amb 75 llarg, com el doblet del

lactat que apareix centrat a 1,35 ppm i podria contribuir al senyal.

El 1985 el mateix grup va publicar un article on comparaven el suposat domini
intramembrana amb els diferents tipus de lipoproteines (Williams et al., 1985) per
intentar trobar un model per 1'estudi del domini intramembrana, i concloien que els
quilomicronsiles VLDL eren molt similars als dominis intramembrana, ja que en els
tres casos no s’observava bescanvi dels lipids per difusi6 entre particules i el contin-

gut principal era de lipids neutres. El1 1986 descriuen que un complex proteolipidic
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Figura 1.13: Model de domini lipidic intramembrana proposat per Mountford i
col-laboradors (Mountford & Wright, 1988). La figura mostra un fragment de mem-
brana plasmatica, on es trobarien intercalats entre els fosfolipids els dominis de li-
pids neutres. Es mostra un d’aquest dominis obert en seccid, i en el seu interior
conté triacilglicerols i podria contenir DNA. Les estructures en forma d’antena seri-
en carbohidrats

aillat del sérum d’una pacient amb cancer d’ovari, proporciona un espectre de 'H-
RMN que podria explicar les anormalitats detectades en els espectres de cel-lules
tumorals, i.e. que seria I'origen dels senyals de lipids mobils (Wright et al., 1986).
Aquest mateix any (May et al., 1986) estudien per espectroscopia d’'RMN bidimensi-
onal de correlaci6 escalar (COSY) diferents linies cel-lulars i conclouen que els senyal
lipidic a 1,26 ppm prové de dominis de lipids neutres (triacilglicerols, diacilglicerols
i esters de colesterol) en la membrana plasmatica. Aquests lipids neutres tindri-
en moviment isotropic i no serien bescanviables per difusié amb altres lipids de la
membrana plasmatica. El 1988, Mountford i Wright (Mountford & Wright, 1988)
descriuen un nou model per 1'organitzacié dels lipids en les membranes plasmati-
ques de les cel-lules malignes, basant-se en la informaci6 recollida en el seu grup en

els darrers anys (figura 1.13).

Altres grups han recolzat també la hipotesi de la localitzaci6 membranal. Le-
Moyec i col-laboradors (Moyec et al., 1996) van observar que la intensitat dels se-
nyals de lipids mobils presents en els espectres de 'H de la linia cel-lular de leu-

cémia K562 eren diferents en el cas de les cél-lules sensibles al tractament amb la
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droga adriamicina (K562wt) i les seves homologues resistents a aquest tractament
(K562adr), sent major la intensitat de la ressonancia del grup metile dels ML en les
ceél-lules sensibles que en les resistents a la droga. També van observar que quan
la resistencia de les cel-lules K562adr es revertia pel seu cultiu en un medi sense
la droga o per tractament amb el compost verapamil, la intensitat dels senyals de
ML augmentava respecte a 'homologa resistent. Els autors concloien que els lipids
tenien un paper important en la resistencia als farmacs. En un treball posterior, Le-
Moyec i col-laboradors (Moyec et al., 1997) van utilitzar la tincié de lipids amb el
colorant Nile Red per a determinar si havia una correlacié entre la quantitat de go-
ticules lipidiques presents en el citoplasma i les diferéncies espectrals observades
entre els diferents tipus de cel-lules K562. En aquest cas, van observar una discre-
pancia entre els resultats obtinguts mitjancant tincié de les goticules i la intensitat
dels senyals de ML, que segons ells indicava que podien haver-hi altres estructures
lipidiques diferents de les goticules que contribuissin als senyals de ML (com els
dominis intramembrana proposats per Mountford). Una possible explicacié per a
aquesta discrepancia és que contessin com cel-lules amb goticules aquelles cel-lules
en les quals el colorant va tenyir estructures subcel-lulars com el reticle endoplas-

matic, perod no goticules.

S’ha observat que en neutrofils aillats de pacients amb infeccions bacterianes o
estimulats in vivo amb LPS (lipopolisacarid, que és el component majoritari del cell
wall dels bacteris gram-negatius i que actua com endotoxina) presentaven un espec-
tre d’RMN de 'H dominat per senyals de ML (May et al., 1997). També es van obser-
var senyals de lipids mobils en membranes plasmatiques purificades de neutrofils
tractats amb LPS, perod no en les purificades de neutrofils control. L’analisi quimica
de les primeres va mostrar que aquestes contenien el doble de TG que les membra-
nes dels neutrofils sense tractar. Segons els autors, tots aquestes dades confirmaven

que la ressonancia de lipids mobils provenia de la membrana i no de goticules li-
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pidiques en el citoplasma. També van descartar una possible contaminacié de les
fraccions de membrana purificada amb goticules lipidiques citoplasmatiques. Se-
gons ells, perque aixo tltim succeis seria necessaria algun tipus d’interacci6 feble de
les goticules amb el costat citoplasmatic de la membrana, interaccié que no resistiria

el procés de purificacio.

En un treball més recent, Wright i col-laboradors (Wright et al., 2000) han obser-
vat que neutrofils cultivats amb serum huma que conté alts nivells d’acids grassos
lliures (en una concentracié similar a la trobada en els llocs d’inflamaci6) presen-
taven un espectre de "H amb intenses senyals de lipids mobils, sent molt major la
intensitat dels senyals de ML en aquest tltim cas que amb el tractament amb LPS.
Desafortunadament, aquests dos treballs no han tingut en compte una possible con-
tribuci6 de les goticules lipidiques citoplasmatiques als senyals de ML, sobretot con-
siderant que hi ha estudis anteriors en els quals s’ha descrit la presencia de goticules
lipidiques citoplasmatiques no unides a membrana en neutrofils (Weller et al., 1989;
Weller et al., 1991). Segons Weller i col-laboradors, els neutrofils presentaven po-
ques goticules lipidiques (0,7 per cél-lula) en condicions normals, mentre que el seu
nombre i grandaria augmentava quan els neutrofils intervenien en processos infla-

matoris.

Ferretti i col-laboradors (Ferretti et al., 2003) van suggerir que el senyals de lipids
mobils detectat en els espectres de cel-lules hematopoietiques K562 podien prove-
nir, com a minim parcialment, de dominis de membrana que no eren extrets de
les cél-lules per tractament amb detergent. La fixaci6 de les cél-lules amb parafor-
maldehid i el posterior tractament amb el detergent Triton X-100 a 4 ° C permetia
observar en l'espectre de 'H-RMN de les cel-lules fixades senyal de lipids mobils,
menys intensos que en els ceél-lules intactes, pero igualment significatius. En princi-
pi, el Triton X-100 extrauria els lipids de les cel-lules, excepte aquells que hi fossin

resistents, com els dominis units a la membrana. Per assegurar que els senyals pro-
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venien de dominis de membrana, van realitzar experiments similars als de Mount-
ford i col-laboradors (Mountford et al., 1982) amb Gd ™3, i van concloure que 'efecte
d’eixamplament dels senyals de ML provocat per I'i6 paramagnetic indicaven una

localitzaci6é d’aquests dominis a la membrana plasmatica.

També Wright i col-laboradors (Wright et al., 2003) han descrit la contribuci6 al
senyal de ML de fraccions de membrana plasmatica resistents a detergents, ano-
menades plasma membrane domains o DRMs. En aquest cas, I'estudi de fraccions de
membranes plasmatiques de cel-lules Jurkat i CEM-T4 obtingudes per tractament
amb Triton X-100 i gradient de sacarosa mostraven que existien dominis de mem-
brana resistents a detergents que presentaven senyals de ML en el seu espectre de
"H-RMN. També es van aillar goticules lipidiques en el procés de separaci6 de la
fracci6 citosolica de la de membrana plasmatica per tractament amb Triton X-100 i
gradient de sacarosa, que donaven lloc a un espectre de 'H-RMN caracteristic de
ML. De tota manera, la separaci6 de diferents fraccions lipidiques, no pot assegurar
I'origen de les goticules lipidiques aillades (citosol, reticle endoplasmic, Golgi, uni-
des a citoesquelet?) i també és possible que el tractament amb detergents provoqui
modificacions en l'estructura ogirinal dels lipids que donen lloc als senyals de lipids
mobils. Cal destacar també que dels grups que afirmen l'existéncia de dominis de
membrana només Mountford (Mountford et al., 1982) ha comprovat per altres tec-
niques (concretament tincié6 amb Sudan Black VI) I'abséncia de goticules lipidiques
citosoliques en les cel-lules estudiades. Ferretti i col-laboradors (Ferretti et al., 2003)i
Wright i col-laboradors (Wright et al., 2003) no han comprovat per técniques opti-
ques (p.e. microscopia de fluorescéncia o de transmissi) 'existéncia de goticules

lipidiques citosoliques en els respectius sistemes d’estudi.

La hipotesi més acceptada avui en dia és que els ML semblen tenir el seu ori-
gen en cadenes d’acids grassos de molecules de triacilglicerol (TAG) continguts

en goticules lipidiques citosoliques (1-2 micrometres de diametre) en cel-lules



28 CAPITOL 1. INTRODUCCIO

A B

1 1
R
2

L
-
2 THA Gy Lip2

1] 15 11 25 20 15 0
(pprm)

Figura 1.14: Espectres de 1D-"H-RMN a 136 ms de temps d’eco de cel-lules C6 (A) i
imatges de microscopia optica de fluorescéncia de cél-lules C6 tenyides amb Nile Red
(B). 1-cel-lules en fase exponencial; 2-cel-lules en fase post-concfluent (Barba et al.,
1999).

intactes. Les goticules lipidiques han estat detectades per tecniques optiques en sis-
temes cel-lulars diversos. En cel-lules en cultiu, Barba i col-laboradors (Barba et al.,
1999) van mostrar la preséncia de goticules lipidiques citosoliques en cel-lules C6 de
glioma de rata en fase de densitat de saturaci6, mitjancant tincié amb el colorant Ni-
le Red . L'aparici6 de goticules correlacionava amb una major intensitat del senyals
a0.911.24 ppm en l'espectre de "H-RMN. Per altra banda, les cel-lules en fase expo-
nencial no presentaven practicament goticules citosoliques per tincié amb Nile Red,
i els senyals de ML no eren visibles. La figura 1.14 mostra els espectres d’'H-RMN
i les imatges de microscopia oOptica de les cél-lules C6 estudiades en aquell article.
Pérez i col-laboradors (Pérez et al., 2002) van mesurar per RMN de difusi6 la mida
del compartiment subcel-lular que contenia els ML en cél-lules C6, i van determinar
que la seva mida (1-2 um) no diferia significativament de la mida de les goticules
lipidiques citosoliques presents en aquestes cel-lules detectades per tincié6 amb Nile

Red i visualitzacié per microscopia Optica .
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Aixi mateix, els ML han estat detectats in vivo en models animals (Rémy et al.,
1997; Hakumaki et al., 1999; Lahrech et al., 2001) i en biopsies de tumors humans (Ke-
pes & Rubinstein, 1981; Martinez-Pérez et al., 1996). Rémy i col-laboradors (Rémy
et al., 1997) van realitzar un estudi sobre 'origen dels ML en gliomes de cervell de
rata induits amb cel-lules C6, mitjancant estudis de "H-RMN i microscopia electro-
nica de transmissié. En aquest cas, es detectaven senyals de ML en totes les mostres
de glioma ex vivo, i no es detectaven en les mostres de cervell sa. En els estudis per
microscopia de transmissid, es van detectar goticules lipidiques citosoliques, més
abundants en les cel-lules més properes al centre necrotic del tumor. A més, els ex-
periments d'RMN de difusié in vivo mostraren que el senyal de ML en aquell cas
provenia de goticules lipidiques de mida gran (8,2 um de diametre promig) en el
glioma de ceél-lules Cé6. Per tant, concloien que en el model de glioma de cel-lules C6
els senyals de ML provenien majoritariament de goticules lipidiques, probablement

associades a processos de necrosi.

Lahrech i col-laboradors (Lahrech et al., 2001) van realitzar també estudis sobre
goticules lipidiques en el model de glioma intracraneal de rata. Van realitzar experi-
ments d'RMN de difusi6 in vivo amb rates a les quals se’ls havia implantat cel-lules
C6 per induir un tumor. Es van realitzar estudis de microscopia de fluorescéncia i
de contrast de fases de talls dels tumors extrets de rates. Els experiments d’'RMN
van mostrar que la mida de les estructures que generaven els senyals de ML corre-
lacionava amb la mida de les goticules lipidiques que s’observaven per microscopia,
i van concloure que els senyals de ML porvenien en aquest cas de goticules lipidi-
ques, de diametre promig 4,27 +pm 0,71, arribant a trobar goticules extracel-lulars

de 10 um de diametre en focus necrotics de tumors .

Martinez-Pérez i col-laboradors (Martinez-Pérez et al., 1996) van analitzar per
microscopia electronica les biopsies d’alguns tumors cerebrals humans (3 glioblas-

tomes, 4 metastasis, 1 limfoma i 1 meningioma) que presentaven senyals lipidics en
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I'espectre de 'H in vivo, observant-se la presencia de goticules lipidiques en totes
les mostres i calculant-se un diametre promig d’ 1,2+xm 0,3 . En aquelles mostres
que no presentaven necrosi només es van observar goticules intracel-lulars, men-
tre que en les que si presentaven necrosi es van observar tant goticules extra- com
intra-cel-lulars. En el cas de les metastasis es van analitzar biopsies procedents tant
del centre com del marge del tumor, obsevant-se que les goticules s’acumulaven
preferentment en la regi6 central del tumor que presentava necrosi. També s’han
observat la presencia de goticules lipidiques citoplasmatiques en cel-lules necroti-
ques o en procés de degeneraci6 i en macrofags de biopsies de cancers colorectals
(Ende et al., 1996).

Una correcta interpretacié de la deteccié6 de ML en tumors cerebrals in vivo i els
seus possibles canvis deguts a la progressié (Murphy et al., 2003) requeriran enten-

dre correctament la localitzaci6 subcel-lular dels lipids que originen els ML.

1.3.2 Origen metabolic dels lipids que originen els senyals de ML

L’origen metabolic dels ML no s’ha establert amb exactitud. A més, la intensitat dels
senyals de ML canvia, degut a diferents situacions cel-lulars (recollides a (Hakumaki
& Kauppinen, 2000)), i les raons i significats d’aquest canvis no s’han compres com-
pletament.

Els ML s’han relacionat amb necrosi, en estudis in vivo i ex vivo. Kuesel i col-la-
boradors ha mostrat la presencia de senyals de ML en arees necrotiques de diveros
tipus de tumors cerebrals humans estudiats ex vivo per "H-RMN (Kuesel et al., 1994a)
i també en zones no necrotiques dels tumors (Kuesel ef al., 1994b). Aquesta darrera
dada indicaria un possible origen no necrotic dels ML o un core necrotic no visible
en les mostres per anatomia patologica convencional. Zoula i col-laboradors han
descrit la presencia de senyals de ML en arees necrotiques de tumors cerebrals en

models de glioma de cel-lules C6 en rata (Zoula et al., 2003a). Es van obtenir imatges
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i espectres in vivo dels tumors i es van estudiar un cop sacrificats els animals per
microscopia de contrast de fases i de fluorescencia. La preséncia de goticules zones
necrotiques en els estudis histologics de cervell correlacionava amb l'aparici6 de se-
nyals de ML in vivo. El mateix grup ha descrit també la preséncia dels senyals en
zones hipoxiques envoltant les zones de necrosi (Zoula et al., 2003b). En aquest cas,
es van estudiar les cél-lules que envoltaven les zones necrotiques i es va comprovar
en les cel-lules hipoxiques envoltant aquestes zones la preséncia de goticules lipi-
diques intracel-lulars. Aquest resultats suggereixen una possible relacié entre ML i

hipoxia severa propera a arees necrotiques.

Estudis ex vivo duts a terme amb cultius cel-lulars han mostrat també senyals
de ML en cél-lules tractades amb agents citotoxics. En aquest sentit, Delikatny i
col-laboradors han descrit un augment en els senyals de ML després de tractaments
amb agents citotoxics en cel-lules de cancer de mama huma de la linia DU4475 (De-
likatny et al., 1996b). Roman i col-laboradors (Roman et al., 1997) van mostrar que
al tractar cel-lules mamaries humanes transformades no malignes amb el compost
citostatic clorur de tetrafenilfosfoni (TPP), el qual inhibeix la proliferacié cel-lular,
es produia un augment significatiu del senyal de lipids mobils en I'espectre d’'RMN
de 'H, augment que depenia de les dosis de TPP i del temps d’incubacié. També
Delikatny i col-laboradors (Delikatny et al., 2002) va descriure un augment en els
senyals de ML i aparici6 de goticules lipidiques després del tractament amb agents
citotoxics en cel-lules de la linia HBL-100 de cancer de mama huma, que eren depe-
nents del temps i la concentracié del farmac. Aquests resultats semblaven indicar
un potencial rol del catabolisme lipidic lisosomal en la formacié de lipids visibles

per RMN en models de dany citotoxic.

Diferents grups han correlacionat 'laugment en ML amb la preséncia de go-
ticules lipidiques després de la induccié d’apoptosi. En el treball realitzat per

Blankenberg i col-laboradors (Blankenberg et al., 1997) s’ha descrit que la inducci6é
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d” apoptosis en cel-lules Jurkat-T mitjancant un agent quimioterapéutic anava acom-
panyada per 'augment de la intensitat de la ressonancia del grup metile a 1.26 ppm

observada en l'espectre de 'H.

Hakumaki i col-laboradors (Hakumaki et al., 1999) van detectar en gliomes de
rata que desenvolupaven apoptosi per tractament amb ganciclovir degut a tracta-
ments de terapia genica I’acumulaci6 de lipids, especialment d’acids grassos poliin-
saturats ressonant a 2.8 1 5.3 ppm en 'H-RMN, i goticules lipidiques (detectades per
microscopia de transmissié). Els autors suggerien que l'acumulacié de lipids pot
ser emprada com a marcador d’aturada del creixement tumoral i deteccié precog de
la resposta a terapia d"un tumor in vivo. Suggereixen també que 1'origen dels acids
grassos que donen lloc als ML observats podria ser els fosfolipids de membrana, per

acci6 de la fosfolipasa A 2 sobre fosfatidilcolina.

Al-Saffar i col-laboradors van descriure la relacié entre apoptosi i I'acumulacié
de triacilglicerols en cel-lules Jurkat (Al-Saffar et al., 2002). Les cel-lules estudia-
des per microscopia confocal presentaven goticules lipidiques citosoliques i 'estudi
dels extractes cel-lulars mostraren un augment en el contingut de triacilglicerols en
les cel-lules en donar-se l'apoptosi. El grup de Delikatny (Milkevitch et al., 2005)
també va mostrar 'augment en el senyal de lipids mobils en cel-lules de cancer de
prostata que desenvolupaven apoptosi per inducccié amb diversos farmacs (figu-
ra 1.15). Iorio i col-laboradors (Iorio et al., 2003) varen descriure que la inhibici6é de
I'enzim acil-CoA sintetasa amb triacsina C provoca una inhibici6é de I’aparici6 de se-
nyals de ML i goticules lipidiques en cel-lules HuT 78 a les quals s’induia apoptosi.
Aquests resultats suggeririen que els triacilglicerols continguts en goticules lipidi-
ques en cel-lules HuT 78 apoptotiques eren sintetitzats d’acil-CoA obtinguts com
a minim parcialment a partir de reservoris cel-lulars endogens preexistents d’acids

grassos.

Per altra banda, Podo i col-laboradors (Podo ef al., 1996) i Nadal i col-laboradors
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Figura 1.15: Espectres de "H-RMN ponderats en difusié de cel-lules DU145 de car-
cinoma de prostata humana perfundides crescudes en poliestiré (Milkevitch et al.,
2005). a- cel-lules tractades durant 16 h amb fenilbutirat 10mM ( induccié d’apop-
tosi); b-cél-lules tractades durant 16 h amb fenilacetat 10mM (induccié d’apoptosi);
c-cél-lules control de 16h; d-cél-lules control a 1h. Com es pot comprovar, la intensi-
tat del senyal a 1,3 ppm, corresponent als ML, augmenta amb la induccié d’apoptosi
respecte dels controls.

(Nadal et al., 1997) defensen un altre possible mecanisme que pot contribuir a la
desregulaci6 de la sintesi de lipids i colesterol en cél-lules d’origen neoplasic. S’ha
observat que en cel-lules tumorals el cicle de 1’acid tricarboxilic esta truncat després
de la sintesi de citrat (Lavietes & Coleman, 1980). La major part del citrat és extruit
des del mitocondri al citosol, on pot ser utilitzat en la sintesi d’acids grassos i coles-
terol (Parlo & Coleman, 1984), No obstant aix0, encara no s’ha estudiat si els acids
grassos sintetitzats a través d’aquesta via s’acumulen en les cél-lules en forma de

triacilgicerols.

A més, altres estudis duts a terme en cél-lules en cultiu mostren que les cel-lules
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viables també poden presentar senyals de ML. Barba i col-laboradors (Barba et al.,
1999; Barba et al., 2001) va mostrar que l'estrés cel-lular degut a pH acid i I'aturada
de la proliferaci6é després de la confluencia produeixen un augment en la intensi-
tat dels senyals de ML i també en el contingut de goticules lipidiques en cel-lules
Cé6. Les cel-lules C6 de glioma de rata estudiades per microscopia de fluorescéncia
mostraven en el seu citosol la preséncia de goticules lipidiques. L'augment en el
senyal de ML provocat pels diferents tractaments correlacionava amb 1'augment del

percentatge de cel-lules amb goticules (figura 1.14.

Callies i col-laboradors (Callies et al., 1993) va descriure l'aparici6é de goticules
lipidiques citosoliques correlacionades amb 1’aparici6 de senyals de lipids neutres
en els espectres de 'H-RMN de cel-lules de mieloma cultivades en presencia d’oleat
exogen. Holmes i col-laboradors (Holmes et al., 1987) també van mostrar la presen-
cia de senyals de ML en cel-lules viables de diferents linies cel-lulars. Delikatny i
col-laboradors (Delikatny et al., 1996a) van investigar si 1’alteraci6é de les condici-
ons de cultiu de cel-lules L de fibroblasts murins transformats, que inicialment no
presentaven senyal de lipids mobils en I’'espectre d’RMN, induia la preséncia d’a-
quests senyals lipidics. Aquestes alteracions van consistir en atenuar la proliferacié
cel-lular mitjanc¢ant la disminucié del pH del medi fins a valors acids, 1’eliminaci6
del serum del medi de cultiu o I’arribada a la confluencia. Van observar un augment
del senyal de lipids mobils en cél-lules confluents o cultivades a pH = 6,1, efecte que
s’amplificava si a les condicions anteriors se li afegia 1’eliminacié del sérum del medi
de cultiu. No van trobar pero una relacié entre la presencia de lipids mobils i la fase
del cicle cel-lular. També van adquirir espectres bidimensionals, observant que en
condicions de pH baix o confluencia, I’aparicié dels pics de lipids anaven associats
a un augment del senyal de GPC i que aix0 podria estar associat a la hidrolisi de la
fosfatidilcolina de la membrana plasmatica a GPC, alliberant-se acids grassos que

podrien reesterificar-se per a formar triacilglicerols.
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Alguns grups han correlacionat ’aparicié de goticules amb el metabolisme de
fosfoatidilcolina. Jackowski va descriure que el metabolisme dels fosfolipids i el ci-
cle cel-lular estan coordinats (Jackowski, 1994). Segons la mateixa autora (Jackowski,
1996), la fase G1 estaria caracteritzada per processos rapids i simultanis de degra-
daci6 i resintesi de la fosfatidilcolina. Durant la fase S es doblaria la quantitat de
fosfolipids presents en la cél-lula degut al fet que continuaria la seva sintesi pero
es reduiria drasticament la degradaci6 de la fosfatidilcolina de la membrana, el que
conduiria a una acumulacié neta de fosfolipids. Les fases G2 i M estarien caracterit-
zades per una aturada del metabolisme fosfolipidic (tant en els processos de sintesis
com de degradaci6). Tota aquesta informaci6 es troba resumida en la figura 1.16.
Jackowski i col-laboradors (Jackowski et al., 2000) van observar també que 1’aturada
del cicle cel-lular en una linia cel-lular de macrofags en la fase G1 per tractament
amb dibutiril-cAMP reduia la sintesi de fosfolipids, de manera que el diacilglice-
rol (DAG) es desviava cap a la sintesi de triacilglicerols (TAG) (figura 1.17). Aixo
probablement era degut al fet que 'aturada del creixement cel-lular feia que no fos
necessari la sintesi de membrana nova, i els DAG es derivarien cap a la sintesi de
triacilglicerols. Segons Jackowski, aquests resultats indicaven que la sintesi de fos-

folipids estava associada a la proliferaci6 cel-lular, i per tant al cicle cel-lular.

L'enzim CCT (CTP:fosfocolina citidililtransferasa) és 1'enzim que limita la ve-
locitat de la biosintesis de la fosfatidilcolina (figura 1.18). (Pelech & Vance, 1984;
Pelech et al., 1984), i s’han observat fluctuacions en la seva activitat depenents del
cicle cel-lular (Jackowski, 1996). Per tant, aquests resultats mostrarien que una de
les causes que podria explicar I'acumulacié de TAG, i per tant ML, en ceél-lules amb
el creixement cel-lular aturat seria la desregulacié en la sintesi de la fosfatidilcolina.
Jackowski i col-laboradors (Jackowski et al., 2000) han comprovat que la sintesi d’a-
cids grassos, necessaria per a la sintesi de DAG, no era un procés regulat pel cicle

cel-lular pero si per la presencia de factors de creixement, que augmentaven els ni-
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vells d’expressi6 dels enzims acetilCoA carboxilasa (ACC) i sintasa d’acids grassos
(FAS) (tigura 1.17). També van observar que la velocitat de conversié de DAG a TAG
era inversament proporcional a 'activitat de la CCT, ja que la inhibicié de CCT amb
inhibidors especifics es traduia en una acumulacié de TAG. Per tant, 'enzim CCT
seria un punt important de control, ja que en funcié de la seva activitat dirigiria el
DAG cap ala sintesi de PL o0 TAG (aix0 es trobat esquematitzat en la figura 1.17). No
cal oblidar que I'acumulacié de TAG també podria estar originada per una produc-
ci6 excessiva d’AG i G3P, a causa de una desregulaci6 de la glucolisis i de I’activitat

de I'enzim FAS.

Figura 1.16: Esquema dels esdeveniments periodics que es produeixen en el meta-
bolisme de fosfolipids al llarg del cicle cel-lular (Jackowski & Fagone, 2005)

En els ultims anys s’ha investigat la relacié existent entre 1’activacié de la hi-
drolisi de la fosfatidilcolina i 1’aparicié de senyals de lipids mobils en cel-lules
tumorals i embrionaries (May et al., 1986; Mountford et al., 1996), en cel-lules activa-
des (Veale et al., 1997) i transformades (Knijn et al., 1997; Ferretti et al., 1999). Veale
i col-laboradors (Veale et al., 1997) van observar que en timocits en els quals s’havia
induit ’acumulaci6 de lipids mobils per estimulacié, el tractament amb un inhibidor

especific de la fosfolipasa C de PtdCho (PC-plc) inhibia aquesta acumulacio, el que
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Figura 1.17: Regulaci6 de la distribucié d’acidos grassos per la biosintesi de la PtdC-
ho a través de 'activitat de I'enzim CCT. Figura modificadada a partir de la publi-
cada per Jackowski i col-laboradors (Jackowski et al., 2000). L’activitat de 1’enzim
CCT controlaria el subministre de CDP-colina (CDP-Cho), que juntament amb els
DAG s’empra per la sintesi de PtdCho, mentre que els enzims ACC i FAS contro-
larien la produccié de DAG a partir d’acids grassos i acid fosfatidic (PA). Quan el
DAG no és requerit per la sintesi de membrana, podria convertir-se en TAG. Quan
la sintesi de PtdCho augmenta la demanda de DAG, es produiiria menys quantitat
de TAG. La velocitat de produccié d’acids grassos (AG) a partir d’acetilCoA (Ac)
podria ser regulada per factors de creixement (GF), pero seria independent del ci-
cle cel-lular, mentre que l'activitat de la CCT si dependria del cicle cel-lular (Cycle).
Abreviacions: ACC, acilCoA carboxilasa; FAS, sintasa d’acids grassos.



38

transport
Chofum—“ Cho dins

CAPITOL 1. INTRODUCCIO

Glicolisi (cit)
AcilCoAAcilCoA /

PA <—)—L G3P
A

DGK Ch
" b o
(cit gzmem FPAP PD(RE)
TAG DAG me‘r*nb) GPC
-~
A~ Cho AGL
LPL
RE-memb?)
PLD

PCho | (memb) Liso-PtdCho

PLA (cit®RE)
PCT
(RE)

PtdCho
CDP-Cho
T CCT(cit®RE)

PCho
A CK(cit)

Figura 1.18: Vies de sintesi de fosfolipids modificat de Podo (Podo, 1999). Compar-
timents cel-lulars: RE, reticle endoplasmic; cit, citosol; memb, membrana cel-lular.
Metabolits: Cho, colina; PCho, fosfocolina; CDP-colina, citidina difosfat colina;
DAG, diacilglicerols; PA, acid fosfatidic; Liso-PtdCho, lisofosfatidilcolina (1-acil
o 2-acil fosfatidilcolina); AGL, acids grassos lliures; GPC, glicerol-3-fosfocolina;
G3P, glicerol 3-fosfat; AcilCoA, acil coenzim A. Enzims: CK, colina quinasa; CCT,
CTP:fosfocolina citidililtransferasa; PCT, fosfocolina transferasa; DGK, ATP:1,2 di-

acilglicerol 3-fosfotransferasa; PAP, fosfatidat fosfohidrolasa; PLC, fosfolipasa C;

PLD, fosfolipasa D; PLA, fosfolipasa A2 i fosfolipasa Al; PD fosfodiesterasa; AT,
glicerol-3-fosfat aciltransferases; LPL, lisofosfolipasa; DKG, diacilglicerol aciltrans-

ferasa.
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indicava que el catabolisme de la PtdCho contribuia en part a I'acumulaci6 de lipids
neutres i a I'observacié de senyals de ML en l'espectre ’'RMN de "H. En contrast
amb els resultats obtinguts per als timocits, també es va observar que la intensitat
dels senyals de ML generats en esplenocits estimulats no disminuia amb la inhibi-
cié de la PC-plc, el que podria indicar que en el cas dels esplenocits altres enzims
(com la pla, i la fosfolipasa D, pld) podrien estar implicades en el catabolisme de la

PtdCho en aquestes ceél-lules.

En I’estudi publicat per Ferretti i col-laboradors (Ferretti et al., 1999) es va inves-
tigat la naturalesa i la localitzacié subcel-lular dels lipids mobils en fibroblasts NIH-
3T3 i les seves transformades H-ras. En experiments anteriors realitzats per aquest
grup (Knijn et al., 1997) s’havia obtingut el resultat que els fibroblasts transformats
amb 1" oncogen ras presentaven senyals menys intensos de ML que els fibroblasts no
transformats. Un dels aspectes que van estudiar va ser si la hidrolisi de la PtdCho
estava associada a la formacié de ML mitjancant experiments d’inhibicié selectiva
de la PC-plc o addici6 de fosfolipasa C exogena, d’origen bacteria. La inhibici6 de la
PC-plc donava lloc a una disminucié del 20+10% en el contingut de ML tant de les
ceél-lules 3T3 com 37'3"**, mentre que I'addici6 de PC-plc augmentava el contingut
de ML d’ambdues linies cel-lulars. Segons ells, aquests resultats probaven la contri-
bucié de la hidrolisi de la fosfatidilcolina per la fosfolipasa C en la formacié de ML

i suggerien que els DAG eren uns possibles precursors/constituents dels ML.

Podoi col-laboradors (Podo et al., 1996) ja havien suggerit anterioment que aquests
DAG podrien ser utilitzats per la cél-lula com precursors de fosfolipids o convertits
en TAG i que I'acumulaci6é d’aquests TAG en goticules tant a nivell de membrana
plasmatica com de citoplasma representava una reserva de nutrients en condici-
ons d’oxigenacio i perfusié sanguinies baixes. Aquesta hipotesi estaria sustentada
pels treballs amb técniques histoquimiques i de microscopia electronica de Freitas

i col-laboradors (Freitas et al., 1990; Freitas, 1990), que van observar la preséncia de
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goticules lipidiques intracel-lulars (mitjangant tincié amb el fluorocrom Nile Red) en
cel-lules hipoxiques (que es trobaven en la vora de la zona necroética i a uns 130um
d’un vas sanguini) i en cel-lules necrotiques de tumors induits en ratoli (carcinoma
de Ehrlich). També van observar un progressiu desplacament de la fluorescencia des
de vermell cap al groc per a les membranes de les cel-lules pertanyents al tumor (en
cél-lules tenyides amb Nile Red, la fluorescencia groga s’atribueix a lipids neutres—
triacilglicerols o esters de colesterol—mentre que la fluorescencia vermella prové de
fosfolipids, altres lipids amfipatics i les proteines de membrana (Greenspan et al.,
1985)) el que van interpretar com la preséncia poc corrent de dominis de lipids neu-
tres inserits en la bicapa fosfolipidica. Els estudis per microscopia electronica van
mostrar que les goticules lipidiques citoplasmatiques estaven associades a mitocon-
dris en fase degenerativa, a partir de la qual cosa van concloure que l'aparici6é de
goticules lipidiques estava associada als danys produits a nivell mitocondrial as-
sociats a un procés d’isquemia. El procés d’hipoxia produiria una activacié de les
fosfolipases de la membrana mitocondrial, la degradacié dels fosfolipids d’aquestes
membranes i aixd donaria lloc a un alliberament d’acids grassos que s’acumularien

en forma de triacilglicerols.

Com ja s’ha comentat anteriorment, les goticules lipidiques citosoliques i/o els
dominis intramembrana poden estar constituides, a més de per TAG, per ésters de
colesterol. Existeixen cel-lules i teixits en els quals s’ha comprovat la presencia d’és-
ters de colesterol (detectat en la major part dels casos mitjancant analisi quimica dels
extractes lipidics) formant part de les goticules lipidiques citoplamatiques, mentre

que en altres casos no s’ha detectat la seva presencia.

En un treball realitzat per Finstad i col-laboradors (Finstad et al., 1998) es van
investigar els efectes de 'exposici6 de cel-lules O937 (derivades de la linia cel-lular
0937-GTB, que és una linia cel-lular de linfoma) a I’acid eicosapentanoic (EPA). Una

concentracié d’EPA 60 um originava una disminucié de la proliferaci6 cel-lular, sen-
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se afectar la viabilitat cel-lular. A concentracions majors d’EPA (120 1+ m) s’observa-
va la presencia d’apoptosi. En les ceél-lules tractades amb EPA 60 ym es va observar
mitjangant microscopa electronica I’acumulacié de goticules lipidiques citosoliques.
Aquesta acumulaci6 era reversible, ja que quan les cél-lules eren reincubades amb
medi sense EPA de manera que les cél-lules proliferaven a la velocitat normal, es
produia la desaparaci6 de les goticules acumulades en el citoplasma. També van
determinar el contingut en TAG i colesterol de l'extracte lipidic total de cel-lules
tractades amb EPA i de cel-lules sense tractar, observant que després de tres dies
d’incubacié amb EPA 60 ym la quantitat de TAG va passar de 5 nmols TAG/mg de
proteina a 78 nmols de TAG/mg de proteina, mentre que la quantitat de colesterol
era similar, el que segons ells indicava que les goticules lipidiques estaven constitu-

ides majoritariament per TAG.

En contrast amb el resultat anterior, en el treball de Hirakawa i col-laboradors
(Hirakawa et al., 1991) van observar que, en cel-lules a les quals se’ls havia transfe-
rit el gen ras i un gen sensible a la temperatura (SV40 T antigen) i que presentaven
inhibici6 del creixement cel-lular quan es treballava a una temperatura en la qual
I'antigen T no era estable (39 °C), aquesta inhibicié anava acompanyada per acumu-
laci6 de goticules en el citoplasma (observades mitjangant tincié amb Oil Red). L'a-
nalisi mitjancant TLC dels extractes lipidics de cél-lules mantingudes a 39 °C mos-
trava 'acumulacié de TAG i ésters de colesterol. També van observar que cel-lules
cultivades amb serum huma sense lipoproteines no acumulaven ésters de coleste-
rol, mentre que I'acumulacié de TAG no es veia afectada. Altres autors també han
observat la presencia d’ésters de colesterol formant part de les goticules lipidiques

(Schneeberger et al., 1971; DiAugustine et al., 1973).

Diversos autors han trobat que el metabolisme del colesterol esta alterat en pro-
cessos tumorals (Dessi et al., 1992; Nygren et al., 1997). Alguns autors han observat

en cel-lules tumorals un augment de la biosintesi del colesterol a causa d"una desre-
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gulaci6 de 'activitat de I’enzim hidroximetilglutaril-CoA sintetasa (perdua del con-
trol negatiu per part de la concentracié de colesterol) (Sabine, 1976) o un augment
de 6 a 14 vegades de la seva activitat especifica (Erickson et al., 1988). Altres autors
han observat alteracions en el transport intracel-lular a causa de la perdua de les
proteines transportadoras del grup esterol SCP-2 (Schroeder et al., 1984).

En el cas de cultius cel-lulars in vitro el colesterol emmagatzemat en les goticules
pot procedir tant de les lipoproteines del séerum amb el qual es cultiven com tenir
un origen anabolic.

L’augment en la intensitat dels senyals de ML semblaria indicar un augment en el
contingut total en les cel-lules dels lipids que els originen. Alguns autors han descrit
un augment relatiu en el contingut de lipids neutres en models cel-lulars d"apoptosi
(Iorio et al., 2003). També s’han desenvolupat alguns treballs previs on es mesurava
el contingut de TAG en cel-lules viables. En aquests cas, Rosi i col-laboradors (Rosi
et al., 1999) van descriure una disminuci6 relativa en el contingut de TAG per analisi
per "H-RMN en extractes de cel-lules HeLa mantingudes en cultiu. Els autors core-
lacionaven aquesta disminucié amb la disminucié observada en els senyals de ML
en els espectres de 'H-RMN de cel-lules HeLa intactes amb el temps de cultiu.

Per tant, sembla que els processos cel-lulars que poden conduir a I'aparicié de
senyals de ML s6n molt diversos: alentiment de la proliferacid, necrosi, apoptosi i
dany citotoxic. A més els processos bioquimics que es produeixen en les cel-lules
per generar els lipids que originen els ML no estan ben caracteritzats, encara que

podrien probablement involucrar el metabolisme de fosfolipids de membrana.

1.3.3 Metabolisme de goticules lipidiques i lipids neutres en cel-lules
eucariotes.

Les goticules lipidiques es troben presents en tot tipus de cel-lules eucariotes. La

funcié més acceptada d’aquestes goticules és emmagatzemar lipids neutres com a
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font d’energia o de components necessaris, majoritariament lipids, per la sintesi de
membranes o de compostos especifics( per exempe, HMG-CoA, un intermediari de
la ruta de sintesi del colesterol). Perd sembla ser que les goticules lipidiques poden
tenir també altres funcions, que encara no estan ben definides (Zweytick et al., 2000;
Murphy, 2001). Per coneixer la funcié d’aquestes particules i la de la seva dinamica
pot ser convenient tenir en compte el tipus de proteines de membrana que tenen

associades (Murphy & Vance, 1999).

La seva estructura és forca simple i ha estat descrita per diversos autors. DiAgus-
tine i col-laboradors (DiAugustine et al., 1973) van comprovar que estan formades
per un nucli de lipids neutres, principalment triacilglicerols i esters de colesterol,
envoltat per una monocapa de fosfolipids amb una petita quantitat de proteines.
Schneeberger i col-laboradors (Schneeberger et al., 1971) van estudiar l’estructura
i composicié de les goticules lipidiques que es formaven en el citoplasma de fi-
broblasts L quan aquests es cultivaven amb un excés d’acid gras exogen. L’analisi
quimica d’aquestes goticules va mostrar que estaven formades majoritariament per
TAG (90-92%) i la resta per petites quantitats de lipids polars, esters de colesterol,
monoglicerids i diglicerids. A l'estudiar aquestes goticules lipidiques per microsco-
pia electronica van observar que cada goticula estava envoltada per una fina mem-
brana de material osmiofilic que presentava l’aparenca bilamelar d"'una membrana
plasmatica o del reticle endoplasmatic llis. Guyton i Klemp (Guyton & Klemp, 1988)
també van observar la presencia d'una fina membrana envoltant les goticules lipi-
diques presents en teixit arterial arterioesclerotic. La caracteristica principal de les
goticules lipidiques en mamifers és que el contingut en fosfolipids és d'un 5% de la
massa total. Aixo seria suficient per formar només una monocapa que recobris les

goticules (Zweytick et al., 2000).

Les goticules van ser observades per primera vegada en cel-lules de mamifers

per Jensen i col-laboradors (Jensen & Kofod, 1966). Aixi, aquests autors van descriu-



44 CAPITOL 1. INTRODUCCIO

re la preséncia de particules lipidiques en cor de vaca que tenien un alt contingut
en triacilglicerols, i una petita quantitat de proteines. La presencia de goticules en
cor de vaca va ser també confirmada per Christiansen i col-laboradors (Christian-
sen & Jensen, 1972). Posteriorment han estat detectades en plantes (Wahlroos et al.,
2003), cel-lules de nematodes (Rubin & Trelease, 1976), algues (Roessler, 1988) o lle-
vats (Clausen et al., 1974). També en presenten alguns tipus de cél-lules procariotes

(Zweytick et al., 2000).

Les goticules lipidiques semblen estar associades a altres organuls cel-lulars (Sch-
lunk & Lombardi, 1967). Christiansen i col-laboradors (Christiansen & Jensen, 1972)
van descriure goticules lipidiques citosoliques en cor de vaca associades a mitocon-
dri, i van suggerir un possible paper com a font d’acids grassos en la producci6
energetica mitocondrial per 3-oxidacié. Franke i col-laboradors (Franke et al., 1987)
van detectar proteines de filaments intermedis del citoesquelet formant una xar-
xa en les proximitats de les goticules. Proposaven que els filaments formaven una
“caixa” que impedia la fusi6 de les goticules entre si. La interacci6 de les goticules
amb els filaments intermedis del citoesquelet va ser posteriorment confirmada per

microscopia de transmissi6é (Almahbobi et al., 1993).

Ferretti i col-laboradors van observar que els fibroblasts 3T3 transformats amb
1" oncogen ras no acumulaven ML i ho van atribuir a que les cél-lules transformades
experimentaven alteracions morfogenétiques i d’arquitectura tant a nivell de citoes-
quelet com de membrana (Ferretti et al., 1999). De fet, en treballs previs ja s’havia
observat que en la formaci6 i el manteniment de les goticules lipidiques citoplas-
matiques podien estar implicats els components del citoesquelet (Franke et al., 1987;
Aoki et al., 1997). Franke i col-laboradors van trobar que el procés de diferenciacié
de les cel-lules 3T3-L1 en adipocits, durant el qual es formen goticules lipidiques en
el citoplasma, anava acompanyat per un canvi en 1’organitzacié dels IFs (filaments

intermedis) de vimentina (Franke et al., 1987), que passaven d’estar disposats en for-
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ma de feixos en el citoplasma a estar associats amb les goticules lipidiques formant
anells amb una disposicié regular al voltant d’aquestes. Aquesta reordenaci6 de la
vimentina podria tenir un paper en la formaci6 i creixement de les goticules, impe-
dint la coalescencia prematura de les goticules i la hidrolisi dels triacilglicerols per

part de les lipases.

Lieber i col-laboradors (Lieber & Evans, 1996) van avaluar ’efecte de la deses-
tructuracié del filament de vimentina sobre el procés de formacié de goticules lipi-
diques en adipocits, observant que l'alteracié d’aquests filaments reduia de forma
significativa la seva formacié. Traub i col-laboradors (Traub et al., 1985) van aillar
la proteina vimentina de cel-lules tumorals “Ehrlich ascites”(EA) i van observar que
aquesta estava contaminada amb una gran quantitat de lipids neutres (colesterol,
esters de colesterol, mono-,di- i triacilglicerols), sent una possible explicaci6é que en
aquestes cel-lules la vimentina també estigués unida a goticules lipidiques. Poste-
riorment, Freitas i col-laboradors (Freitas et al., 1990) van observar ’acumulacié de
goticules lipidiques en cel-lules hipoxiques i perinecrotiques de tumors experimen-

tals induits per la inoculacié d’aquestes mateixes cel-lules (EA) en ratoli.

Segons Roser i col-laboradors (Roser et al., 1991) un 80% de les ceél-lules C6 (sub-
clons) de glioma de rata expressen la proteina vimentina, mentre que els subclons

restants no expressen cap de les proteines que constituixen els filaments intermedis.

El component principal de les goticules, els triacilglicerols, son sintetitzats per
I'enzim acil CoA:diaciltransferasa (DGAT EC 2.3.1.20) Aquest enzim es localitza
principalment a reticle endoplasmic (Coleman & Lee, 2004), i I'enzim unit a mem-
brana ha estat parcialment purificat de microsomes de fetge de rata (Polokoff &
Bell, 1980). A la figura 1.19 es mostren altres enzims que participen en el metabolis-
me dels triacilglicerols. S’ha descrit també que els diacilglicerols (DAG) generats a
la membrana de cel-lules CHO (Chinese Hamster Ovary) per 1’enzim fosfolipasa C

s6n emprats per sintetitzar triacilglicerols (Igal et al., 2001). En l'article de 1998 de
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Figura 1.19: Rutes metaboliques dels triacilglicerols (Coleman & Lee, 2004). Ruta
1, sintesi de VLDL, quilomicrons, llet; Ruta 2, segrest d’acids grassos i acil-CoAs
potencialment toxics ; Ruta 3, magatzem d’energia en goticules d’adipocits; Ruta
4, provisi6 de diacilglicerol per sintesi de fosfolipids; i Ruta 5, provisi6 de fosfati-
dat per sintesi de fosfolipid . AGPAT, acilglicerol-P aciltransferasa; CL, cardiolipina;
DAG, diacilglicerol; DGAT, diacilglicerol aciltransferasa; DGK, diacilglicerol kina-
sa; DHAP, dihidroxiacetona-P; DHAPAT, DHAP aciltransferasa; FA, acid gras ; G3P,
glicerol-3-fosfat; GPAT, glicerol-P aciltransferasa; LPA acid lisofosfatidic ; LPC, li-
sofosfatidilcolina; MAG, monoacilglicerol; MGAT, monoacilglicerol aciltransferasa;
PA, acid fosfatidic; PAP, acid fosfatidic fosfohidrolasa; PC, fosfatidilcolina; PG, fos-
fatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; PI, fosfatidilinositol; PLC, fosfolipasa C;
PS, fosfatidilserina; TAG, triacilglicerol; WS, sintasa ester de cera .

Vance (Vance, 1998) es troben recollits els diferents enzims de sintesi lipidica que es
troben duplicats en les cel-lules eucariotes, i que poden estar relacionats amb magat-
zems de lipids amb funcions biologiques diferenciades. Entre ells no es troba pero

la DGAT.

Els mecanismes que porten a la formaci6 dels cossos lipidics sén diversos (Murphy
& Vance, 1999). En fetge (hepatocits) i budell (enterocits) les goticules se sintetit-
zen al reticle endoplasmic, se secreten via RE-Golgi, i contenen majoritariament la

proteina apolipoproteina B (Murphy & Vance, 1999) (figura 1.20). En adipocits, es
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generen a RE i s’aliberen al citosol, contenint majoritariament perilipina i adipose
differentiation-related protein (ADRP) (Brasaemle et al., 1997). En cel-lules adrenals,
testicles i ovaris, I’origen és el RE, s’alliberen també a citosol, i contenen també pe-
rilipina i ADRP (Londos et al., 1995). En cel-lules de mama i epitelials, l'origen és a
RE, se secreten via exocitosi i contenen majoritariament ADRP (Heid et al., 1996). 1
finalment en altres cel-lules, com els leucocits, 1’origen és a RE, s’alliberen a citosol i

sembla que contenen ADRP (Bozza et al., 1996).

Com ja s’ha comentat, també es troben goticules lipidiques en teixits patologics,
o en cel-lules en les quals la seva funcié no es troba totalment definida (Hakumaki
& Kauppinen, 2000). En neutrofils i macrofags es formen nombrosos cossos lipidics
en resposta a estimuls inflamatoris (Weller ef al., 1991). En alguns casos, un augment
en el recanvi membranal i una aturada en la biosintesi de fosfolipids podria induir
I’'acumulacié de lipids en forma de goticules citosoliques (Hakumaki & Kauppinen,
2000). En cor de gats, s’ha detectat la preséncia de goticules lipidiques després d'una
isquémia regional aguda de miocardi per microscopia electronica de transmissié
(Jodalen et al., 1985). El nombre de goticules és més alt en zones de penombra, al
voltant de la zona isquemica, que en zones ben perfundides i que en zones totalment
isquemiques. Sembla doncs que les goticules apareixen en zones sotmeses a estrés,
perd amb un funcionament encara normal del seu metabolisme. En ceél-lules REF52
d’embrions de ratoli transformades amb 1'ongogen ras es produia una acumulaci6
de lipids neutres quan s’aturava la seva proliferacié6 cel-lular (Hirakawa et al., 1991).
Els autors suggerien una relacié entre I'oncogen ras i el procés d’acumulacié dels
lipids.

Tal i com s’ha comentat previament, teixits necrotics (Rémy et al., 1997), apopto-
tics (Hakumaki et al., 1999) i cel-lules en cultiu en condicions d’estrés (Barba et al.,
2001) i apoptosi (lorio et al., 2003) presenten també goticules citosoliques. De tota

manera, els processos que porten a la seva detecci6, per RMN i microscopia, i el seu
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Figura 1.20: Esquema de la formaci6 de goticules lipidiques en adipocits (Murphy
& Vance, 1999). La figura mostra un possible mecanisme de formacié i mobilitza-
ci6 de cossos lipidics de reserva grans en teixit adip6s blanc. Mecanismes similars
existeixen probablement en teixit adipds marré i cel-lules esteroidogeniques. Cos-
sos lipidics petits produits al reticle endoplasmic en cel-lules no diferenciades i en
etapes primerenques de la diferenciacié dels adipocits tendeixen a estar associades
a la proteina ADRP (adipose differentiation-related protein, proteina relacionada amb la
diferenciaci6 dels adipocits). En etapes posteriors, la perilipina és la proteina majo-
ritaria en els cossos lipidics. Els cossos lipidics pateixen una serie de fusions regu-
lades fins que assoleixen la mida madura que és determinada pel tipus de cel-lula.
Els cossos lipidics embolcallats per perilipina només es trenquen per activacié hor-
monal induida per fosforilaci6, per la proteina kinasa A (PKA), de la perilipina i la
lipasa sensible a hormones (HSL). La perilipina fosforilada probablement reorganit-
za la superficie dels cossos lipidics per permetre ’accés de la HSL, i conseqiienment
la hidrolisi, del core lipidic
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significat a nivell bioquimic quant a la seva funcionalitat cel-lular sén encara poc

coneguts.

1.4 Cel-lules C6 com a model cel-lular per I'estudi de
ML i goticules lipidiques.

El 1968, Benda i col-laboradors publiquen un article en que descriuen una linea de-
rivada de tumor glial de cervell de rata induit amb nitrosurea (Benda et al., 1968).
Aquesta linea té la peculiaritat d’induir tumors quan les cel-lules s’injecten al cer-
vell de rates sanes. Les cel-lules s’Tanomenen C6 de glioma de rata, i sén una linea
tumoral ben caracteritzada que ha esta ampliament emprada com a model cel-lular
que pot mostrar senyals de lipids mobils en el seu espectre en condicions de cultiu
determinades (Barba et al., 1999; Barba et al., 2001; Pérez et al., 2002). El seu us ha
esta descrit com a sistema model per 1'estudi de glioblastomes (Grobben et al., 2002).

Com ja s’ha comentat, les cél-lules C6 han estat estudiades per 'H-RMN, tant
en cultiu com en tumors induits per aquestes cel-lules. Diversos autors han corre-
lacionat 'aparicié de goticules lipidiques amb la de senyals de lipids mobils en els
espectres de cél-lules C6 (Barba et al., 1999; Barba et al., 2001; Pérez et al., 2002) i de
tumors induits per aquestes ceél-lules (Zoula et al., 2003a; Zoula et al., 2003b). També
s’han realitzat estudis del patr6 espectral d’extractes PCA de les cél-lules al llarg de
la seva corba de creixement (Valverde et al., 2006).

Molts estudis sobre el metabolisme de les cel-lules C6 s’han realitzat mitjancant
experiments de ®C i *'P-RMN. La informaci6 que poden proporcionar aquest tipus
d’experiments és d’una gran importancia i interes. Donat que aquestes cél-lules s6n
un model de tumor glial, 1’estudi del seu metabolisme podria ajudar a entendre
millor el metabolisme en aquest tipus de tumors en humans.

El °C representa només 1'1,1% del carboni total, i té una constant giromagnetica
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que és aproximadament 1/4 de la del prot6. Aquests dos fets fan que la "C-RMN
sigui una tecnica relativament insensible. El rang de desplacament quimic del °C és
molt ampli, 300 ppm aproximadament. El problema de la sensibilitat es pot soluci-
onar emprant substancies enriquides en "°C en posicions especifiques. La utilitzacié
de "C-RMN i productes selectivament marcats amb "°C ha permes realitzar un gran
nombre d’estudis metabolics in vivo i in vitro (per una revisid, consultar (Cerdan &
Seelig, 1990)). Lalt cost dels isdtops enriquits en °C i de 'equipament han fet que

de moment els estudis de ?C-RMN no formin part de la rutina clinica.

La ?C-RMN ha permes dur a terme diversos estudis in vivo sobre el metabolisme
cerebral, per exemple de la glucosa i la glutamina (Garcia-Espinosa et al., 2004) i

altres (Cerdéan, 2003).

En el cas de les cel-lules C6, s’ha estudiat el flux metabolic de les cel-lules pre-
viament incubades amb [1]-13C-glucosa (Portais et al., 1993). Es van considerar els
processos de glucolisi, gluconeogeénesi, cicle dels acids tricarboxilics i algunes re-
accions de metabolisme proteic i lipidic, i concloien, entre d’altres, que la glucosa
donava lloc al 78% del piruvat i al 57% de l’acetil coenzim A sintetitzat. El mateix
grup va estudiar el metabolisme de glucosa i glutamina en les cel-lules C6 (Por-
tais et al., 1996). Van realitzar experiments d’incubaci6 de les cel-lules amb [1]-13C-
glucosa durant periodes d’entre 2 i 48h, amb o sense glutamina, i es van estudiar
els extractes acids de les cellules per °C-RMN per determinar el desti metabolic
dels dos compostos. Van concloure que la glutamina tenia una funcié anaplerotica,
per proporcionar carbonis als intermediaris del cicle de Krebs, mentre que la glu-
cosa tenia com a funcié principal el subministre d’energia a les cel-lules. Bouzier i
col-laboradors (Bouzier et al., 1999) van emprar les cél-lules C6 per induir tumors
en rata i estudiar el metabolisme de la glucosa. Els tumors van ser infundits amb
[1]-°C-glucosa i es va comprovar que el marcatge en glutamina indicava un origen

sanguini d’aquest compost, relacionat probablement amb angiogenesi. Finalment,
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Engelmann i col-laboradors (Engelmann et al., 1996) van estudiar l'efecte del farmac
miltefosina en cel-lules C6. Aquest farmac proapoptotic provoca en les cel-lules C6
només un alentiment de la proliferacié. Les cel-lules van ser tractades amb milte-
fosina i incubades en [1]-°C-glucosa. Es va comprovar que es produien canvis en
la composicié en fosfolipids, i que es produia un augment en el marcatge de TAG i
DAG degut a la miltefosina, desapareixent el marcatge en DAG amb el temps. Els
autors no van investigar la possible existencia de goticules lipidiques citosoliques

en les ceél-lules C6 estudiades.

La sintesi de TAG i altres lipids neutres i la seva relacié amb la formacié de go-
ticules lipidiques citosoliques no ha estat estudiat fins ara per C-RMN en cel-lules

Ce.

E1*'P és Iisotop de P que es troba normalment a la natura, i ha estat el nucli més
emprat en estudis del metabolisme energetic. Tot i que és menys sensible que el 'H,
té un rang de desplacament quimic d’unes 30 ppm i no presenta el problema de la

supressio del solvent (Gadian, 1995).

L’estudi de les cel-lules C6 per > P-RMN ha proporcionat també molta informa-
ci6 del seu metabolisme. Merle i col-laboradors (Merle ef al., 1992) van descriure
que les cel-lules C6 no sintetitzen fosfocolina de novo i que presenten variacions en
els metabolits que participen en el metabolisme de membrana respecte d’astrocits de
rata sans en cultiu primari. Aixi mateix Gillies i col-laboradors (Gillies et al., 1994)
van determinar que les cél-lules C6 no sintetitzen colina de novo, i que en cel-lules en
aturada de la proliferaci6 els nivells de fosfocolina sén més baixos i els de fosfoeta-
nolamina més alts, suggerint una disminuci6 de la sintesi de fosfocolina en aquestes

condicions.

Kramer i col-laboradors (Krdmer et al., 2002) van mesurar el contingut total de
fosfolipids en extractes lipidics de cel-lules C6 per cromatografia en capa prima. El

fosfolipid més abundant en les cel-lules C6 és la fosfatidilcolina, seguida de fosfati-
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diletanolamina, fosfatidilserina i fosfatidilinositol. Els percentatges sobre el total de
fosfolipids que representa cada compost varia quan agumenta el nombre de dies en

cultiu.



Objectius

L’objectiu principal d’aquesta tesi ha estat entendre 1'origen bioquimic i biofisic dels
canvis que es produeixen en els ML detectables per RMN de 'H de cel-lules C6 de
glioma de rata sota condicions estandard de cultiu. S’espera que aquest coneixe-
ment tingui aplicacions quant a la caracteritzacié no invasiva de gliomes animals i

en pacients humans in vivo. Els objectius concrets plantejats han estat:

o Caracteritzaci6 del patré d’aparicié de goticules lipidiques citosoliques, mit-
jancant microscopia Optica,i del patré d’aparicié dels senyals de ML, mitjan-
cant espectroscopia d’RMN de 'H, en les cel-lules C6 en condicions de cultiu

estandard i en condicions d’aturada de la proliferaci6.

e Quantificacié dels principals lipids neutres continguts en les cél-lules C6 (tri-
acilglicerols, diacilglicerols i esters de colesterol ) en extractes lipidics totals

d’aquestes cel-lules en diferents condicions de proliferacio.

e Clarificar I'origen metabolic dels triacilglicerols cel-lulars mitjancant marcatge

per incubaci6é amb [1]-13C-glucosa de les cel-lules Cé6.
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Experimental

3.1 Cultiu cel-lular

3.1.1 Optimitzacié de les condicions de cultiu de les cél-lules C6

Es van optimitzar les condicions de cultiu de les cel-lules C6 per obtenir una aparicié
de goticules reproduible al llarg de la corba de creixement. Per fer-ho, es van emprar
tant cel-lules del repositori europeu (ECACC) com del repositori america (ATCC).
Es van provar diverses condicions de cultiu (volum de medi i nombre inicial de
cél-lules sembrades) i de tripsinitzaci6 de les cel-lules. Les cel-lules obtingudes en
les diferents condicions van ser estudiades per tincié amb Nile Red i microscopia

optica, i les cel-lules en condicions optimitzades es van estudiar per '"H RMN.

Les cel-lules C6 ECACC es van cultivar (Barba et al., 1999) inicialment sembrant
15000 cel-lules/cm? i un volum de medi de 0,5 ml/cm?; els canvis de medi es van
realitzar diariament a partir del segon dia de cultiu. Las cel-lules es tripsinitzaven
en arribar a un 75-85% de confluéencia de visu (dia 5 de cultiu) utilitzant 2 ml de
tripsina/EDTA (0,51 0,2 g/litre respectivament) durant 10 min i es posaven de nou

en suspensio en 8 ml de medi per procedir al subcultiu.
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n° cel-lules sembrades/cm? | volum de medi (ml/cm?)
15000 0.2
8000 0.2
8000 0.35
8000 0.5

Taula 3.1: Condicions de cultiu emprades en els experiments d’optimitzacié del cul-
tiu de cel-lules C6

Pels experiments d’optimitzacié de les condicions de cultiu, les cel-lules C6 ECACC
utilizades es van cultivar en condicions variables (taula 3.1), a partir de cultius ja es-
tablerts en condiciones inicials de cultiu.

Es va determinar que les condicions optimes de cultiu eren 8000 cels/cm? i 0,5 ml
medi/cm?, ja que permetien maximitzar la variacié en el nombre de cel-lules amb

goticules entre fase experimental i postconfluent, com es descriu a la secci6 4.1.1.

3.1.2 Tripsinitzacid dels cultius

Les cel-lules C6 ECACC i ATCC es van cultivar en condicions optimitzades (8000
cels/cm? 10,5 ml medi/cm?) per la realitzacié d’aquests experiments. Per 1'optimit-

zaci6 del procés de tripsinitzaci6 es van posar a prova tres condicions:

1. Tripsinitzaci6 amb tripsina a temperatura ambient: s’afegien 2 ml de tripsi-
na/EDTA (0,510,2 g/litre respectivament)al flasc6 durant 10 min. Les cél-lules
eren seguidament posades en suspensié en 8 ml de medi per procedir al sub-

cultiu. Aquesta condicié havia estat I'emprada habitualment.

2. Tripsinitzacié amb tripsina freda (4 °C): es deixaven 35 ml de tripsina/EDTA
durant 15 s sobre el cultiu, es descartava la solucié de tripsina, i passats 8 min

les cel-lules es tornaven a suspendre en medi de cultiu.

3. Utilitzacié d"un cell scrapper: les cel-lules es desenganxaven mecanicament
emprant un estri per rascar la superficie del flascé. Les cel-lules eren posteri-

orment recuperades en medi de cultiu.
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3.2 Cultiu de cel-lules C6 ATCC

3.2.1 Condicions estandard de cultiu

Es van emprar cel-lules C6 del repositori america (ATCC) enlloc d’ECACC per la
resta dels experiments ja que el nombre de passatges ( 64 passatges en un primer lot,
37 en un segon lot) en el moment de fer el diposit al repositori era conegut. Es van
emprar les condicions de cultiu optimitzades per obtenir una corba de creixement
amb aparici6 de goticules reproduible tal i com es descriu a 3.1.1 i (Quintero et al.,

2001).

Les cel-lules C6 ATCC es van cultivar en flascons de 75 cm? (TPP, Barcelona) o de
500 ¢m? (LabClinics, Barcelona) a una densitat inicial de 8000 cels/cm? i 0.5ml medi/
cm?. El medi emprat va ser Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Ham F12
(Sigma, Madrid) a pH 7,2. El medi en pols era dissolt en 800 ml d’aigua MilliQ), i
s’hi afegien 10 ml de Phenol Red (Sigma) com a indicador de pH i 1,2 g/1 Na,COs
com a tamponant. En aquest punt, el pH era ajustat a 7,2 amb acid clorhidric, i
el volum era ajustat a 890 ml. A la campana de cultiu, s’afegia al medi un 10%
(v/v) de serum FCS (GIBCO, Invitrogen Corporation, Regne Unit), 1000 unitats de
penicilina i estreptomicina a una concentracié final de 10 mg/ml (Sigma) obtenint
un volum final d’1 litre. La dissoluci6 final era filtrada amb un filtre esteril (0,22 um
de porus i membrana GR express; Millipore, Madrid) a una ampolla esteril. El medi
es canviava rutinariament el dia 3 de cultiu i les cel-lules eren subcultivades el dia 5
(75-85% confluencia de visu). Les cel-lules eren mantingudes a 37°C, 95% humitat i
5% CO,, en atmosfera esteril en un incubador Precision Scientific (Chicago, Illinois,

EUA).
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3.2.1.1 Recuperaci6 de cél-lules sembrades en flascons de 75 cm?

Per la recuperaci6 de cel-lules sembrades en flascons de 75 cm?, les cel-lules eren ren-
tades amb 10 ml de PBS esteril, tripsinitzades emprant 2 ml de tripsina-EDTA (0,5g
tripsina i 0,2 g 2Na-EDTA per litre de Hank’s Balanced Salt Solution -HBSS- Sigma)
i recuperades amb 8 ml de medi DMEM. Les cel-lules eren comptades i resembrades

a la concentracio inicial, o bé eren emprades per experiments de microscopia Optica.

3.2.1.2 Recuperaci6 de cel-lules sembrades en flascons de 500 cm?

En el cas de cultivar cél-lules per obtenir extractes cel-lulars i per experiments d’'RMN,
es van emprar flascons de 500 cm? de superficie per maximitzar el rendiment, perd
la resta de condicions de cultiu es van mantenir constants. Per la recuperacié de
cel-lules sembrades en flascons de 500 cm?, les cel-lules eren rentades amb 10 ml de
PBS esteril, tripsinitzades amb 12 ml de tripsina-EDTA, i recuperades amb 12 ml de
medi. Una aliquota de 100 ul era separada per comptar el nombre de cel-lules. El
volum de cada flasc6 era repartit en 2 tubs de 15 ml, i centrifugat 5 min a 400 x g.
Els sediments obtinguts es recuperaven en un unic tub, les cel-lules es resuspenien
en 10 ml de PBS esteril i es centifugaven de nou 5 min a 400 x g. El tractament del

sediment obtingut depenia de la posterior utilitzaci6 de les cel-lules.

1. Obtenci6 de cel-lules per extractes: el sediment era rentat amb 10 ml de PBS
esteril, centifugat 5 min a 400 x g, resuspées en 1 ml de PBS esteril i transferit a
un tub criogénic. Aquest tub era congelat en N, liquid fins la seva utilitzacio.
El pes fresc del sediment es calculava per diferéncia entre el tub buit i el tub
contenint el sediment final. El nombre minim de cel-lules emprat per cada

extracte era de 150 x10°.

2. Obtenci6 de cel-lules per experiments d’'RMN: el sediment era rentat dues

vegades amb 5 ml de [*H]PBS ( pH* =7,4, on el pH* és la lectura del pH-metre
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no corregida per 'efecte isotopic del deuteri sobre l'electrode) i centrifugat 5
min a 400 x g. El sediment final era transferit amb una pipeta Pasteur a un tub

d’RMN de 5 mm de diametre extern (Wilmad Glass, EUA). El nombre minim

de cel-lules emprat per cada experiment era de 150 x 10°.

3.2.2 Condicions especials de cultiu

3.2.2.1 Incubacié6 de les cél-lules amb ACSF

En alguns casos, cél-lules sembrades en flascons de 500 ¢m? es van sotmetre a in-
cubacié amb fluid cefaloraquidi artificial (artificial cerebrospinal fluid, ACSF). Aquest
tampo6 conté 124 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.2 mM MgSO,, 1,26 mM CaCl,, 10 mM
glucosa i 26 mM NaHCOs;, a pH 7,4 (Foxall et al., 1984; Barba et al., 2001). Aquest
medi permet mantenir les cel-lules viables perd sense proliferacié. El dia 5 de cultiu
el medi DMEM era substituit per ACSF en la mateixa relacié volum/superficie que
el medi, i les cel-lules es mantenien fins el dia 7 de cultiu. En aquest moment, les
cel-lules eren tripsinitzades i tractades segons 1’experiment pel qual s’havien culti-

vat.

3.2.2.2 Incubacié de les cel-lules amb [1]-"*C-glucosa

Per dur a terme aquest experiments, es va emprar base de medi DMEM (Sigma),
que no conté glucosa, piruvat ni glutamina. El piruvat i la glutamina eren afegits
a la dissolucié de medi inicial, per assolir la concentracié final que es té en el medi
estandard ( 0,055 g/1 de piruvat sodic i 0,365 g/1 de L-glutamina). S’afegia al medi
[1]-°C-glucosa (Cambridge Isotopes, Regne Unit) per assolir una concentraci6 final
de 3,51 g/1. La dissoluci6 final era tractada com el medi estandard, tal i com es
descriu a l'apartat 3.2.1. Les cel-lules per experiments de marcatge es van cultivar
només en flascons de 500 cm? per obtenir extractes cel-lulars. Els experiments de

marcatge van ser de dos tipus.
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1. Marcatge de 24 hores: el dia 3 de cultiu, el medi de les cel-lules era canviat per
medi DMEM [1]-13C-glucosa. Les cel-lules es mantenien en cultiu amb aquest

medi durant 24 hores, i eren recollides tal i com s’indica a l’apartat 3.2.1.2.

2. Marcatge de 48 hores: les cél-lules eren mantingudes en condicions estan-
dard de cultiu fins el dia 5. Llavors, el medi era substituit per medi DMEM
[1]-°C-glucosa i les cel-lules eren mantingudes en cultiu fins el dia 7, quan

eren recollides tal i com es descriu a ’apartat 3.2.1.2.

3.2.2.3 Cultiu de cel-lules per deteccié d’apoptosi

Les cel-lules es van sembrar en plaques de 24 pous en cobreobjectes circulars de
10 mm de diametre. La proporcié de volum de medi i el nombre inicial de cél-lules

sembrades no es va modificar respecte de la resta d’experiments.

3.2.2.4 Induccié d’apoptosi

Es va induir apoptosi en cel-lules de dia 6 de cultiu com a control positiu d’apoptosi.
La inducci6 es va dur a terme afegint staurosporina (Sigma) (Kabir et al., 2002) al
medi de cultiu a una concentraci6 final d’1uM i incubant les cel-lules durant 15 hores

en condicions estandard abans de la seva tripsinitzacio.

3.2.3 Corba de creixement de les cel-lules C6 ATCC

La corba de creixement per les cel-lules C6 ATCC es va caracteritzar en cél-lules cres-
cudes en flascons de 75¢m* mesurant el nombre de cél-lules en cultiu durant 9 dies
a intervals de 24 hores. El nombre de cel-lules i la seva viabilitat es van comptar per
triplicat per cadascuna de les tres mostres obtingudes per cada punt. El comptatge
de les cellules es va realitzar per tincié amb el colorant vital Trypan Blue (Sigma),
al qual sén impermeables les cel-lules viables. De cada mostra, es prenia una ali-

quota d'unes 10° cel-lules i es barrejava amb Typan Blue en PBS a una concentracié
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final de 0,125% pes/volum . La mostra era col-locada en una cambra de Neubauer
i es comptava el nombre de cel-lules viables. Les dades obtingudes es van ajustar a
una corba sigmoide exponencial amb el programa SigmaPlot 2002 8.0 per Windows
(SPSS Inc., EUA).

Per les cel-lules incubades amb ACSEF, la corba es va obtenir durant 7 dies, i el dia
5 el medi es va substituir per ACSF en la mateixa proporcié volum/superficie que
el medi DMEM estandard. La resta de I'experiment va ser idéntic al realitzat amb

cél-lules en condicions estandard.

3.3 Microscopia optica (MO)

Els experiments de microscopia Optica es van dur a terme al Laboratori d’Analisi
i Fotodocumentacié d’Electroforesis, Autoradiografies i Luminescencia (LAFEAL)
de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Es va emprar un microscopi Lei-
ca Qwin 500 (Wetzlar, Alemanya) equipat amb una camera Leica DC200, emprant
el programa Leica DCviewer versi6 3.2.0.0 (Leica Microsystems, Alemanya). Per
I'observaci6é de les mostres, 10 ;/ de mostra eren col-locats en un portaobjectes, i
es cobrien amb un cobreobjectes. Primerament, la mostra era observada a 40 aug-
ments en contrast de fases, per assegurar-ne la integritat, i finalment s’observava a
100 augments, emprant oli d’immersio, i s’obtenien les fotografies corresponents en

contrast de fase i fluorescéncia.

3.3.1 Tincié de goticules lipidiques

Per la tinci6 de les cel-lules es va emprar com a colorant el compost Nile Red (9-dime-
tilamino-5H-[alfa]fenoxacina-5-ona). Aquest compost s’ha descrit anteriorment per
la localitzaci6 i quantificacié de lipids, concretament lipids neutres dins de cel-lules

(Greenspan et al., 1985). Es tracta d’un heterocicle sense carrega que és soluble en
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solvents organics i en lipids, perd insoluble en aigua, i que actua com a sonda hidro-
fobica, ja que el seu maxim de fluorescencia varia depenent de la hidrofobicitat del
seu entorn. Si es treballa a longituds d’ona d’excitaci6 entre 450 i 500 nm i d’emissi6
de més de 528 nm, s’observa una fluorescencia groc-daurada (yellow-gold fluorescen-
ce) que correspon als lipids neutres; si es treballa a 515-560 nm de longitud d’ona
d’excitacié i 590 nm d’emissi6, s’observa una fluorescencia vermella, corresponent
als fosfolipids, altres lipids amfipatics i als dominis hidrofobics de les proteines de
membranes cel-lulars. Per tant, per estudiar la presencia de goticules lipidiques cal
treballar en les condicions d’observaci6 de la fluorescencia groc-daurada.

Per la preparaci6 de les mostres, aproximadament 10° cel-lules tripsinitzades
com es descriu a 3.2.1.1 es tenyien directament amb Nile Red (Sigma) a una con-
centraci6 final de 0,1 pg/ml del colorant fluorescent en PBS (990 nl PBSi10 pl d'una
soluci6 stock de Nile Red a 10 mg/ml en acetona) durant 5 min. Les cel-lules es cen-
trifugaven, el sobrendant era eliminat, i I'excés de Nile Red es rentava amb 1ml de
PBS. El pellet final es resuspenia en 100 i/ de PBS fresc. Les mostres es van mante-
nir en la foscor fins I'observacio, que es va fer excitant la mostra a 510 nm i recollint
I'emissi6 a 580 nm amb un filtre de fluroesceina.

Per I'obtenci6 de la corba d’aparicié de goticules, es van considerar cel-lules posi-
tives aquelles que presentaven dues o més goticules citosoliques en ser observades.
Per cada mostra, un minim de 100 cel-lules van ser observades, i es van estudiar
un minim de tres mostres diferents per cada punt de la corba de creixement. Per
cel-lules incubades amb ACSF es va estudiar 1'aparicié de goticules en les cel-lules

durant els dies de tractament, és a dir, dies 6 1 7 de cultiu.

3.3.2 Mesures de volums cel-lulars i de volums de goticules

Les mesures de diametre de cel-lules, nuclis i goticules lipidiques es va realitzar pel

metode dels diametres ortogonals en cél-lules positives per la tincié amb Nile Red,
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emprant el programa LeicaQwin (Standard v.2.3) de Leica microsystems imagen solu-
tions (1998) (Leica Microsystems, Alemanya) al LAFEAL. El programa es va calibrar
de manera que un pixel equivalgués a 0,111 um, que és la resolucié de treball, i la

maxima que permetia el nostre sistema.

3.3.3 Maesures del percentatge d’apoptosi

Les mesures del percentatge d’apoptosi es van fer per tincié amb DAPI de les cél-lules
sembrades en cobreobjectes segons la secci6 3.2.2.3. El DAPI o 4’,6-diamidino-2-
fenilindole (Kapuscinski, 1995) és un colorant fluorescent que s'uneix fortament a
I’ADN i produeix, quan s’excita a 360 nm, una fluorescencia blava, ja que emet a
460 nm quan es troba unit a I’ADN. El DAPI pot travessar la membrana cel-lular,
per tant es pot emprar per tenyir cel-lules vives i fixades i ha estat ampliament em-
prat com a colorant en la detecci6 d’apoptosi (Collins et al., 1997; Al-Saffar et al.,

2002).

Els experiments de tincié amb DAPI es van fer en cel-lules C6 de dia 7 de cultiu
(n = 3), de dia 7 incubades amb ACSF (n= 3) i tractades amb staurosporina (n= 3).
Després de cada tractament, les cel-lules van ser rentades 2 vegades amb PBS, i
es van fixar en p-formaldehid al 3% v/v durant 20 min a temperatura ambient. Les
ceél-lules van ser rentades de nou 2 vegades amb PBS i bloquejades amb 0,5 % de BSA
durant 30 min a temperatura ambient. Finalment, els cobreobjectes es van muntar
en un portaobjectes utilitzant medi de muntatge que contenia DAPI (Vectashield,
Vector Labs., EUA) i es van observar al microscopi. Les cel-lules van ser conside-
rades apoptotiques quan s’observava al microscopi fragmentaci6 i agregacié de la

cromatina nuclear.
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3.4 Citometria de flux i cicle cel-lular

Cel-lules de dia 4 de cultiu (n=3), de dia 7 de cultiu (n=3), de dia 7 incubades amb
ACSF (n=3) i de dia 7 tractades amb staurosporina (n=3) es van desenganxar em-
prant una solucié que contenia 0,54 mM EDTA, 154 mM NaCl and 10mM Hepes a
pH 7,3 i es van con. Les cel-lules es van centrifugar i es va afegir al pellet 0,5 ml de
PBS refredat en gel. La fixaci6 de les cel-lules es va dur a terme per addici6 de 4,5
ml d’etanol 70 % amb agitaci6. Les mostres es van guardar a 4 °C durant un minim
de 30 min, i es van centrifugar 5 min a 300 g i 4 °C. El sediment cel-lular es va incu-
bar en 0,5 ml d"una solucié que contenia 50 11g/ml de iodur de propidi i 0,2 mg/ml
d’RNAsa A durant 2 h a temperatura ambient. Les cel-lules es van analitzar en un
citometre Cytomics FC 500 (Beckman Coulter) a 'Institut de Neurociencies (UAB).
L’analisi del cicle cel-lular es va fer emprant el progama ModFit (Institut d'Investi-

gaci6 en Ciencies de la Salut “Germans Trias i Pujol”,Badalona, Espanya).

3.5 Extractes lipidics cel-lulars

Els extractes lipidics es van obtenir essencialment com es descriu a Folch i col-labo-
radors (Folch et al., 1957). Es van obtenir extractes de cel-lules C6 en diferents con-
dicions de cultiu. Les cel-lules eren tripsinitzades com es descriu a 1’apartat 3.2.1.
El pes fresc final del sediment era determinat per diferencia entre el tub buit i el
tub contenint el sediment cel-lular final. Un cop obtingut, el sediment cel-lular era
posat en suspensio en una barreja de cloroform:metanol (2:1) refredat en gel en pro-
porcié 20 ml/ g sediment cel-lular, i mantingut durant 30 min en el gel. La barreja
era transferida a un matras aforat que es guardava a 4°C en atmosfera de N, gas
durant un minim de 12 hores. Passat aquest temps, 1'extracte era filtrat a una pro-

veta amb un filtre de paper. Les restes solides es rentaven 2 vegades amb 1 ml de
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cloroform:metanol (2:1) i el rentat s’unia al filtrat. S’afegia clorur calcic (CaCly) a
la proveta en una proporci6é 6 ml/g pellet, es barrejava amb una pipeta Pasteur i
es deixava que se separessin les dues fases del sistema d’extraccié durant 2 hores.
Passat aquest temps, la fase superior aquosa era eliminada, i s’afegia a la proveta 1
ml d"una solucié cloroform:metanol:CaCl, 0,05% pes/volum en proporcions 3:48:47
en volum. Aquest procés era repetit 2 vegades més. En cada cas, la fase superior
aquosa era separada de la fase inferior organica, on es troben els lipids a extraure,
i eliminada. També era eliminada la fase intermedia que es formava, que contenia
basicament proteines (Folch et al., 1957).

La fase organica que s’obtenia en el darrer pas era evaporada sota corrent de Ny,
evitant que l'extracte s’assequés completament. El sediment final era redissolt en
500 pl de cloroform i congelat a -80 °C. En tot el procés no s’'empra mai material de

plastic, per evitat les contaminacions que podria produir.

3.6 Quantificaci6 de proteina

La proteina era quantificada sobre els sediments obtinguts per extraccié acida de
les cel-lules amb acid percloric (PCA) pel métode de Lowry, tal i com es descriu a

Valverde i col-laboradors (Valverde et al., 2006).

3.7 Cromatografia en capa prima (TLC)

La cromatografia de capa prima és una tecnica de separacié que es basa en la di-
ferencia d’afinitats d"un compost per les fases del sistema cromatografic (Christie,
1973). La mostra és aplicada sobre la fase estacionaria, i aquesta es col-loca en con-
tacte intim amb la fase mobil, la qual ascendeix per capil-laritat per la fase estacio-
naria. La fase mobil provoca el desplagament de la mostra sobre la fase estacionaria

que depen de la seva afinitat per una o altra fase. El compost s’aturara sobre la fase
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estacionaria en aquella posicié en que les forces d’atraccié exercides per les dues
fases s’igualin. La posici6 relativa respecte del front en que trobem un compost en
un determinat sistema cromatografic és caracteristic del compost. Es va triar com
a metode de quantificacié la cromatografia en capa prima ja que és un metode se-
lectiu, sensible i consistent (Christie, 1990; Christie & Dobson, 1999) que presenta
avantatges respecte d’altres metodes, com per exemple els kits enzimatics, degut a

la seva major sensibilitat.

Per la separaci6 de lipids neutres, es va emprar com a eluent una barreja de
n-hexa/dietiléter /acid acétic (J.T.Baker, Holland) en proporcions 80:20:2 en volum
(Litchfield, 1972). D’aquesta soluci6 es preparaven 102 ml. La barreja s’agitava i era
transferida a una cubeta de cromatografia revestida amb paper de filtre. La cubeta
es tancava i es deixava que es creés una atmosfera d’eluents durant un minim de 30
min. Aquest procediment era repetit diariament, ja que 1’evaporacié dels solvents
provoca canvis en les seves concentracions i, per tant, variacions en la separaci6 dels

components de les mostres.

Les mostres eren aplicades en un suport de silica sobre alumini de 20 x 20 cm
(Merck, Alemanya), a una distancia d'1,5 cm de la base, emprant una xeringa Ha-
milton (Aldrich, EUA) (5 o 25ul). L'aplicacié es feia dipositant gotes de mostra al
llarg d’una distancia d’1 cm i deixant una separaci6 entre mostres d’1 cm. Per evitar

difusid, després de cada aplicacié la mostra era assecada amb aire calent.

Un cop aplicades les mostres, la capa prima es col-locava dins la cubeta, de ma-
nera que la zona d’aplicaci6 de mostres fos la més propera a l'eluent, perd sense
submergir-hi les mostres. Els eluents es deixaven ascendir per la fase estacionaria
fins a recorrer unes 2 parts de la capa prima. Es retirava amb unes pinces la capa

prima de la cubeta i es deixava assecar a 1'aire.

La tinci6 de les capes primes es va fer submergint la capa prima en una soluci6 de

Coomassie Brilliant Blue, mantenint el sistema en agitacié durant 2 hores. La soluci6
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de Coomassie era preparada per dissolucié de 2,5 g de Brilliant Blue R (Sigma) en
450 ml d’aigua MilliQ, 450 ml metanol, i 100 ml d’acid acétic, agitaci6 i filtracié. La
destinci6 es feia submergint la capa prima en una dissolucié de metanol 20 % en
aigua MilliQQ durant 10 min en agitacié constant, dues vegades. Un cop tenyides, les
capes primes es deixaven assecar a 'aire i s’estudiaven densitometricament.

La densitometria es va realitzar al LAFEAL, emprant 1’aparell Fluor-S Multilma-
ger (BioRad, Espanya) i el programa QuantityOne version 41.1 Build 003. Aquest
sistema, equipat amb un objectiu amb zoom, ens permetia obtenir una fotografia
densitometrica, aplicant filtre clar, llum blanca, epiluminacié i alta resoluci6. El
temps d’exposicié variava entre 0,51 1 s. La fotografia obtinguda era analitzada
amb el mateix programa. Els carrils d"aplicacié de mostres es definien i es marcaven
les bandes obtingudes, ajustant-ne 'amplada a 0,5 cm. La intensitat de la banda es

calculava restant el soroll de fons i obtenint la densitat optica de la banda.

3.7.1 Validaci6 del metode de quantificacié per analisi d’estandards

1 extractes

Per posar a punt el metode, es van emprar diferents estandards dels compostos que
es volien separar. Concretament es va treballar amb tripalmitin (Larodan, Suecia),
1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol, palmitat de colesteril, colesterol i acid palmitic (Sigma)
com a estandards de triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG), ésters de colesterol
(EstCol), colesterol (Col)i acids grassos lliures (AGL), respectivament.

Inicialment, es van realitzar diverses proves amb diferents métodes d’aplicacio,
per comprovar la variacié intrinseca del métode. Aquestes proves es van realitzar
amb dissolucions de tripalmitin en cloroform a diferents concentracions (entre 0,4 i
10 mg/ml) i aplicant volums diferents de mostra( 5 o 25 pl). També es va comprovar
que el sistema cromatografic permetia la correcta separaci6 i identificacié dels com-

ponents dels extractes fent capes primes d’extractes no destinats a la quantificacio.
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Per altra banda, es van obtenir rectes de calibratge per cadascun dels compostos
a quantificar en els extractes cel-lulars (TAG, DAG i EstCol). Les rectes es van ob-
tenir en l'interval de concentracions indicat per poder realitzar les quantificacions.
Les rectes es van obtenir en les condicions optimes de variacié del métode. Es van
aplicar, en cada cas, 5 pl del'estandard per triplicat a concentracions de 0,25, 0,5, 112

mg/ml, es van cOrrer i tenyir les capes primes i es van estudiar densitomeétricament.

3.7.2 Extractes lipidics cel-lulars

Els extractes obtinguts per cel-lules C6 en diferents condicions de cultiu es van apli-
car per la quantificacié de lipids neutres. Cada tipus de mostra (cel-lules de dia 4 de
cultiu, de dia 7 de cultiu i de dia 7 de cultiu incubades amb ACSF) es va estudiar
per separat. Els extractes es trobaven congelats a -80 °C. En cada cas es van analitzar
tres extractes dels quals es van aplicar en una mateixa capa prima 25 ul per duplicat,
obtenint sis aplicacions d’extractes per capa prima. A més es va obtenir una recta
de calibratge interna de 'estandard de lipid neutre a quantificar. Es van aplicar per
duplicat 5 ul de I'estandard a concentracions 0,4 i 2 mg/ml. Degut a les variacions
de soroll de fons causades pel procés de tincid, aquesta recta interna resulta impres-
cindible. Per tant, es van obtenir 9 cromatografies de capa prima, per cada tipus de
mostra i per cada tipus d’estandard. Cada capa prima va ser tenyida i estudiada per

densitometria individualment.

3.8 Experiments d’espectroscopia d’'RMN

Els experiments d'RMN es van dur a terme al Servei de Ressonancia Magnetica
Nuclear (SeRMN) de la UAB. L’ espectrometre emprat va ser el Bruker ARX-400
(Bruker SADIS, Wissembourg, France), equipat amb un imant de 9,4T i controlat

amb una estacié de treball Silicon Graphics 102 que treballa en entorn Xwindows
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amb el programa X-winNMR. Es van emprar dos tipus de sonda per a tubs de 5 mm
de diametre intern, segons 1’experiment: una sonda broadband (BBI), amb geome-
tria de bobines inversa i equipada amb gradents en I’eix z de fins a 0,5 T/ m; i una
sonda QNP (Quadruple Nuclear Probe), que permet la deteccié directa de "H i dels
heteronuclis °C,”'P i "°F, degut a la seva configuracié de bobines directa.

En alguns casos, es va emprar 'espectrometre Bruker Avance-500, equipat amb
un imant de 10,5T, i controlat amb un ordinador que treballa en entorn Linux (Red
Hat 7.3) que funciona amb el programa TopSpin. La sonda que es va utilitzar fou TBI
(Triple Broadband Inverse probe) amb canals per 'Hi °C, un canal de banda ampla (X),
amb la possibilitat de sintonitzar nuclis amb freqiiencia de ressonancia entre 23,260
MHz (109Ag) 1202,404 MHz (311’), iamb configuracid inversa, és a dir, la bobina de 'H
és la més propera a la mostra, per tal d’optimitzar la sensibilitat en els experiments
de detecci6 inversa. En cada experiment s’indica I’espectrometre i la sonda emprats.
A 1"Annex s’inclouen les seqiiencies de polsos emprades.

La nomenclatura utilitzada en els parametres d’adquisicié de les diferents se-

qliencies de polsos emprades en I'espectrometre ARX-400 és la segiient:

e d;: interval de temps introduit per permetre la relaxaci6 dels sistemes d’espin

d’interes després d’haver-los sotmes a una seqiiéncia de polsos.

e dy: interval de temps que determina el punt d’irradiacié maxima en una se-

qiiencia d’eco d’espin precedida per un bloc de polsos jump-and-return.

e d3: interval de temps que permet I'evoluci6 i reenfocament dels sistemes d’es-

2z

pin.

e DS: dummy scans, adquisicions de simulaci6. Aquestes adquisicions no formen
part de la FID final, perd permeten a la magnetitzacié de la mostra arribar a

un estadi estacionari abans de comengar 1’adquisicié de dades.



70 CAPITOL 3. EXPERIMENTAL

e NS: number of scans, nombre d’adquisicions que se sumen per obtenir la FID

final.
® D1, D2 ...polsos de radiofreqiiencia.
e O;: centre de I'espectre en la dimensi6 de 'H.
e O,: centre de l'espectre en la dimensi6 de "C.
e SI: nombre de punts adquirits experimentalment.

e T.: temps de reciclatge, temps que transcorre des de I’aplicacié del pols en una

adquisici6 fins el primer pols de la segtient.

e TD: nombre de punts emprats per digitalitzar la FID.

3.8.1 Preparacié de mostres

Essencialment es van obtenir espectres d’'RMN de dos tipus de mostres: cel-lules

intactes i extractes lipidics.

e Mostres de cel-lules intactes: el processament de la mostra era el que es des-

criu a l'apartat 3.2.1.2.

e Mostres d’extractes lipidics: els extractes eren descongelats i evaporats sota
corrent de N,. El sediment era rentat amb 500 u/ de cloroform deuterat, eva-
porat de nou i redissolt en 375 ul de cloroform deuterat: metanol deuterat en
relaci6 2:1 v/v. Posteriorment, cada extracte era transferit a un tub d’RMN de
5 mm de diametre extern i s’afegien 75 pl de D-O 175 pul de Ko EDTA0,2M a
pH 6, obtenint dues fases en la mostra. Esta descrit a la bibliografia que la pre-
séncia d’EDTA en la fase superior aquosa millora 'amplada de banda de les
ressonancies dels espectres, especialment els de *'P (Meneses & Glonek, 1988).

Finalment, s’introduia en el tub un insert concentric (Wilmad, EUA) per tubs
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Figura 3.1: Insert per augmentar el volum aparent de mostra (Cataleg Wilmad,
EUA)

de 5 mm, com el que es mostra a la figura 3.1, amb un diametre extern de 2 mm
a la part més estreta, amb un volum maxim de 60ul, que contenia cloroform
deuterat: metanol deuterat (2:1 v/v), per augmentar el volum aparent de la
mostra. Com a estandard de desplacament quimic es va emprar el senyal del
CHCl; residual a 7,27 ppm en els espectres de "H i del CDCl; a 77,0 ppm en

els espectres de °C.

Cal tenir en compte que la baixa concentraci6 dels compostos a estudiar en les
nostres mostres feia imprescindible 1’abséncia total de possibles contaminants
i interferencies provinents del procés de preparacié de la mostra. Per aixo0 es
van analitzar curosament les diferents qualitats comercials dels dissolvents a

emprar i es van seleccionar els de més alta puresa.

3.8.2 Experiments d’'RMN monodimensional

3.8.2.1 Experiments de '"H-RMN

Els experiments de '"H 1D-NMR es van obtenir a 37 °C, enel cas de cel-lules,ia 25°C
en els altres casos, en els espectrometres Bruker Avance-500 10,5T i ARX-400 9,4T,

emprant una sonda BBI per a tubs de 5 mm. Es van realitzar experiments de "H tant
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de cel-lules intactes com d’extractes lipidics. Els experiments realitzats van ser de

dos tipus, segons la seqiiencia emprada:

e Seqiiencia de pols i adquisicié (90 °- acqu).

Els experiments de pols i adquisicié consisteixen en una presaturacié del se-
nyal de l'aigua, per irradiaci6 intensa sobre aquest senyal (4,75 ppm en el nos-
tre cas), un pols de 90° i I'adquisici6 de la FID corresponent. El pols de 90°
va ser d’entre 6,51 7,5 s, depenent de la mostra a estudiar, es van obtenir
64 adquisicions, que es van sumar per obtenir la FID final. El TD va ser de
16K, igual que el nombre de punts adquirits experimentalment. En les mos-
tres de cel-lules, el senyal de l'aigua residual (HDO principalment) és molt
intens, per aix0 es va suprimir aquest senyal emprant un pols de presaturacié
(2's,0,05mW). El temps de cada adquisicié fou d'1,57 s i el temps de reciclatge
de 5 s. En les mostres d’extractes i estandards els dissolvent sén cloroform i
metanol deuterats, per tant no era necessaria la presaturacié. El temps de cada

adquisicié fou d'1,57 s i el temps de reciclatge de 5 s.

e Seqiiencia d’spin-echo (90 ° -7-180° -7-acqu )

Es va emprar una seqiiencia d’eco d’espin modificada per millorar la supressié
de l'aigua. Es va introduir en la seqiiéncia la presaturacié de 1’aigua al principi
de 'experiment, i el pols de 90 ° es va substituir per una seqiiencia jump-and-
return (JR). El JR consisteix en dos polsos de 90° de fase oposada, separats
per un temps d,, de manera que s’exciten totes les ressonancies, excepte la
de l'aigua. D’aquesta manera, s’aconsegueix una supressié millor del pic de
l'aigua que si s’empra tnicament un dels metodes. Quan s’empra aquesta
seqliéncia cal tenir en compte dos efectes: la modulacié de la fase i el punt de
maxima irradiaci6, que comporta un pols d’excitacié variable al llarg del rang

espectral d’interes.
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Per una banda, les seqiiéncies d’eco d’espin provoquen una modulacié de la
fase en aplicar un pols de 180° quan hi ha acoblament homonuclear. La fase
dels senyals que es vulguin modular depen de la constant d’acoblament J i
del temps d’eco 7. , que és el doble del valor del temps que transcorre entre
el segon pols de 90° i el pols de 180°. En el nostre cas, ens interessava po-
der separar en el senyal al voltant d"1,24 ppm el doblet del metil del lactat del
senyal dels metilens dels lipids. Per valors de 7 = 4= = ;. 2 2... el do-
blet del lactat sortira invertit en I'espectre, de manera que sera distingible del
senyal positiu dels metilens dels lipids, que no es modula ja que no presenta

acoblament. El valor de 7 = d3 es va fixar en 68 ms, obtenint un 7., de 136 ms.

Per altra banda, calia aconseguir que el maxim d’irradiaci6 es trobés sobre el
senyal a 1,24 ppm, i el nul d’irradiacié es trobés sobre el senyal de 1'aigua
(4,75ppm). El perfil d’excitacié de la seqiiencia JR esta modulat per una ex-
pressi6 del tipus sin wt, 4., ON t),q, €s el temps entre els dos polsos de 90 ° del

JR. El valor de t,,,,, es calcula amb la segiient expressio:

1

t = 1

on w és la velocitat angular de la magnetitzaci6é en el pla x-y. Si convertim

I'expressi6é obtenim:
1

tiar = 3.2
4- Cf : (5maac - 501) ( )

on cf és la freqiiencia portadora, en el nostre cas 400,13Hz/ppm, 0,4, és el
desplacament del senyal d’irradiacié maxima, és a dir 1,24 ppm en el nostre
cas (senyal del lactat), i o, és el desplagament del senyal d’irradiacié nul-la, és
a dir 4,75 ppm en el nostre cas ( senyal de 1'aigua). D’aquesta manera el valor

de dy = t,,00 = 184 ms.
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Els parametres d’adquisici6 van ser els segtients: pols de 90° p; = p, = 6,5-7,5
ps; pols de 180 © ps = 13-15 p1s; NS = 256; la supressio6 de I'aigua es va aconseguir
aplicant durant 1,5 s una poténcia de 0,05 mW; el TD va ser de 8 K, a l'igual
que el nombre de punts experimentals. El temps d’adquisicié va ser de 4,063 s

ield; de?2,5s.

3.8.2.2 Experiments de °C-RMN

Els experiments de ®C 1D-NMR es van obtenir a 37°C en I'espectrometre Bruker
ARX-400 9,4T (SeRMN, UAB), emprant una sonda QNP (Quadruple Nuclear Probe).
Es va emprar una seqiiéncia de detecci6é de °C amb desacoblament de 'H, mante-
nint el NOE, i aplicant un pols d’excitaci6é de 30°. El desacoblament s’aconseguia
amb un WALTZ al principi de la seqiiéncia. Els parametres emprats en I'adquisici6
d’espectres d’extractes van ser: NS = 12288, DS = 2, pols de 90° p;= 10,5 ps; di = 1s;
temps d’adquisici6 de 1,1141 s; SI = 32 Ki TD = 64 K . Els experiments tenien una
duraci6 total de 26 h. Per les mostres d’estandards, els parametres es mantenien,
excepte el nombre d’enregistraments, que era NS = 256, reduint a 20 min el temps

total d’adquisicid.

3.8.3 Experiments d’'RMN bidimensional

3.8.3.1 Experiments 'H-"H COSY

Es van obtenir espectres de correlacié homonuclear 'H-"H per la caracteritzaci6 dels
estandards. Aquests experiments es van realitzar en un espectrometre Bruker ARX-
400 9,4T (SeRMN, UAB), emprant una sonda BBI per a tubs de 5 mm a 37°C. La
seqiiéncia emprada va ser una cosy gr, amb gradients de camp magnétic. Els para-
metres espectrals van ser: NS 16; pl 64.s; nombre d’increments 256; el temps d’ad-
quisici6 va ser de 0,106 s per la primera dimensié i 0,02 s per la segona dimensi6, i

el temps de reciclatge va ser de 1,126 s.
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3.8.3.2 Experiments '"H-"C-HMQC

Els experiments d’'RMN bidimensional heteronuclears es van obtenir a 37°C en l'es-
pectrometre Bruker ARX-400 94T (SeRMN, UAB), emprant una sonda BBI per a
tubs de 5 mm.

Es van realitzar experiments d’espectroscopia bidimensional heteronuclear de
detecci6 inversa. Aquest tipus d’experiments permeten la deteccié de nuclis de bai-
xa sensibilitat (com BCo 15N) a través de nuclis d’alta sensibilitat (1H). Les seqtiien-
cies estan dissenyades per detectar tinicament les interaccions "H-"C. Es va escollir
la seqiiencia HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) pels nostres expe-
riments ja que presenta els avantatges de ser poc sensible a imperfeccions en els
polsos i ser sensible a la fase. Altres seqiiencies similars son molt sensibles a im-
perfeccions en els polsos, com per exemple la seqiiencia HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation), o presenten poca sensibilitat degut a la seva durada, com la
seqiiencia HMBC que a més permet obtenir només espectres en mode magnitud.
Els experiments HMQC tenen, pero, el desavantatge que detecten els acoblaments
"H-"H, que per la resoluci6 espectral en F1 (°C) no sén visibles, perd donen lloc a un
eixamplament dels senyals, fent que els espectres obtinguts no siguin directament
quantificables. Tot i aix0, es va decidir que pels nostres objectius era la millor opcié.

Les mostres estudiades per HMQC van ser els extractes lipidics de les cel-lules
C6. La preparaci6 de les mostres ja ha estat descrita anteriorment a ’apartat 3.8.1.
Els parametres espectrals van ser: nombre d’enregistraments per F2 (‘H) 296, nom-
bre d’increments per F1(°C)= 256, pols de 90° per 'H= 6,5us; pols de 90° per
Be= 10,5 ps; dy = 1's; el temps d’adquisicié fou de 0,21 s per F2 i de 0,007s per

F1.
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3.9 Analisi estadistica de les dades

Es va emprar el programa SPSS 11.5 per Windows (SPSS Inc., EUA). Es va aplicar
un test de Mann-Withney, test no parametric per 2 variables independents, per com-
parar els resultats entre els experiments realitzats en diferents moments de la fase
de creixement de les cel-lules. El nivell de significaci6 estadistica es va fixar en p
< 0.05.

En els casos en que es van realitzar calculs amb dades experimentals, es va tenir
en compte la propagacié d’errors, i es van seguir les regles matematiques basiques,

segons es descriu a (Rice, 1995).



Resultats 1 discussio

4.1 Cultiu, experiments de microscopia optica i citome-

tria de flux de cel-lules C6

4.1.1 Experiments d’optimitzacié de la corba d’aparicié de goticu-

les en cel-lules C6 ECACC i ATCC

El percentatge de cel-lules en fase exponencial que presentaven goticules per obser-
vaci6 per microscopia optica disminuia al disminuir el nombre de cel-lules sembra-
des inicialment i en augmentar el volum de medi (taula 4.1). Aquests canvis perme-
tien obtenir una corba d’aparicié de goticules reproduible, aconseguint un minim
en el nombre de cél-lules positives en fase exponencial, i maximitzant la variacié del
percentatge de cel-lules amb goticules entre fase exponencial, confluent i postcon-
fluent de la corba de creixement. Es va comprovar per RMN que la intensitat del
senyal de ML augmentava entre cél-lules exponencials i postconfluents en un factor
d’aproximadament 8.

Les condicions de tripsinitzaci6 2 i 3 (veure 3.1.2) permetien maximitzar la di-

ferencia de percentatge de cél-lules amb goticules entre la fase exponencial, 24 h

77
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n®  cellules volumdeme- percentatge de

sembrades/cm? di (ml/cm?)  ceél-lules positi-
ves

15000 0,2 97 £3 (n= 707)

8000 0,2 67,5+
8,3(n=319)

8000 0,35 485 =+ 25
(n=318)

8000 0,5 31,5 £+ 15
(n=322)

Taula 4.1: Efecte de les variacions de les condicions de cultiu en cél-lules C6 ECACC
en fase exponencial tripsinitzades per la condici6 1 (5 dies de cultiu, subconfluencia
de visu).
després de la ressembra, i la fase postconfluent. Aixi, la condici6é 2 permetia obenir
un 33% de cel-lules positives i la condicié 3 un 45%. De tota manera, es va optar per
modificar tinicament el nombre de cél-lules inicialment sembrades i el volum de me-
di, ja que aixi s’assolia 1’objectiu d’obtenir unes condicions reproduibles d’aparicié
de goticules al llarg de la corba de creixement de les cel-lules C6, i mantenir la condi-
ci6 1 per la tripsinitzaci6. Les condicions finals de cultiu van ser 8000 cel-lules/cm? i
0,5 ml de medi/cm?, que es van considerar les estandard per la resta d’experiments.
Donat que el repositori europeu (ECACC) no facilitava el nombre de passatges
de les cel-lules C6 quan van ser dipositades, es va preferir continuar els experi-
ments amb cel-lules C6 del repositori america (cel-lules ATCC subcultiu 64 en un

primer lot, 37 en un segon lot) mantenint les condicions de cultiu optimitzades per

les cel-lules C6 ECACC.

4.1.2 Cultiu de cél-lules C6 ATCC

Es va obtenir la corba de creixement de les cel-lules C6 ATCC en condicions estan-
dard de cultiu (figura 4.1, cercles plens). Les cel-lules assoleixen la fase exponencial
a dia 3 de cultiu, la fase confluent a dia 5 de cultiu, i a dia 7 es troben a densitat de

saturacid. Les cel-lules es van ressembrar rutinariament el dia 5 de cultiu. La viabi-
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Figura 4.1: Corba de creixement de les cél-lules C6. Les barres mostren la desviacié
estandard, excepte en els casos que la barra sigui més petita que el simbol. Els
cercles plens () representen la corba per les cel-lules crescudes en medi DMEM. Els
quadrats buits () representen els valors per les cel-lules incubades amb ACSE.

litat cel-lular mesurada amb Trypan Blue el dia 7 de cultiu va ser sempre superior al

92% per les cel-lules crescudes en medi DMEM.

Per les cel-lules incubades amb ACSF (figura 4.1, quadrats buits), s’assoleix a
dia 7 un nombre inferior de cél-lules que en el cas de les cel-lules crescudes amb
medi DMEM, d’acord amb una aturada de la proliferacié a partir de 1'inici de la
incubaci6 el dia 5 de cultiu, tot i que no és una variaci6 estadisticament significativa.
Per cél-lules de dia 7 incubades amb ACSF, la viabilitat cel-lular va ser del 75%. El
temps de duplicaci6 per les cel-lules C6 ATCC a la fase exponencial va ser de 18h.
Les cel-lules incubades amb [1]-"°C-glucosa presenten una corba de creixement i una

viabilitat identiques a les cel-lules crescudes amb medi DMEM.
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4.1.3 Microscopia optica (MO)

4.1.3.1 Corba d’aparicié de goticules

Es van estudiar mostres de cel-lules a cada punt de la corba de creixement fins a
dia 7 per microscopia optica. Cada mostra era tenyida amb Nile Red i observada al
microscopi. A la figura 4.2 s’observa que hi ha un augment en el nombre de cel-lules
positives el dia després de la ressembra (dia 1). Aquest percentatge va disminuint
fins a dia 4, on es troba el minim de cel-lules positives (23 %=+2,0 %) . El valor a dia
5 no difereix del valor a dia 0, ja que en els dos casos sén cel-lules de dia 5, pero en
el cas de dia 0 les cel-lules tripsinitzades es van emprar per fer ressembres. A partir
de dia 4, el nombre de cel-lules positives torna a augmentar fins a dia 7, en qué
obtenim el maxim de cel-lules positives (60 % £9,3 %). Els dies 4 i 7 van ser escollits
per la realitzaci6 dels segiients experiments, ja que s’esperava que proporcionarien
el maxim rang dinamic per l'estudi tant dels canvis en el contingut de TAG com
dels canvis en els espectres de "H. En el cas de les cél-lules incubades amb ACSF,
s’observa que tant a dia 6 com a dia 7 un 100% de cel-lules sén positives per la
preséncia de goticules.

La figura 4.3 mostra cel-lules tenyides amb Nile Red en tres punts diferents d’es-
tudi. Les goticules lipidiques citosoliques tenyides, de color daurat, sén visibles

sobre un fons de tincié vermellosa de les membranes cel-lulars.

4.1.3.2 Mesures de volums cel-lulars i de volums de goticules

Les mesures es van realitzar sobre micrografies obtingudes amb anterioritat. Les
mostres estudiades van ser cél-lules de dia 4 i de dia 7 de cultiu en condicions es-
tandard, i cél-lules de dia 7 de cultiu incubades amb ACSF. Per cada tipus de mostra
es va mesurar el diametre d'un minim de 78 goticules, i els diametres cel-lular i nu-

clear d"'un minim de 63 cel-lules. Amb aquestes dades, es van calcular els volums
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Figura 4.2: Histograma d’aparici6 de goticules lipidiques en les cel-lules C6. Les
columnes grises indiquen les cel-lules cultivades en medi DMEM. Les columnes rat-
llades indiquen les cel-lules incubades amb ACSF. Les barres indiquen la desviaci6
estandard. La fletxa indica el dia de subcultiu. Es van realitzar un minim de 3 repli-
cats.

Figura 4.3: Cel-lules C6 tenyides amb Nile Red i observades per microscopia optica
d’epifluorescencia a 100 augments. A- cél-lules de dia 4 de cultiu, B-cel-lules de dia
7 de cultiu, C-cél-lules de dia 7 de cultiu incubades amb ACSE. Les fletxes indiquen
les goticules lipidiques citosoliques de color daurat. La linia blanca a C medeix 10
pm. Es va emprar la mateixa ampliacié digital en els tres casos.
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de goticules, nuclis i cel-lules, i es van poder determinar les caracteristiques d’una
cel-lula promig en cadascun dels tipus de mostra estudiat. Tots els calculs es van
realitzar tenint en compte la propagaci6 d’errors. La informaci6 es troba recollida a

la taula 4.2.

El volum nuclear no canvia significativament entre les cel-lules de la fase expo-
nencial de dia 4 de cultiu i les de fase de densitat de saturaci6 de dia 7 de cultiu
(0,624+0,41 pl vs 0,61 £0,50 pl) pero el volum cel-lular incrementa significativament
amb la corba de creixement (1,95 1,41 pl vs 5,66 +3,52 pl) d’acord amb dades pre-
vies del grup (Valverde et al., 2006). Aixo significa que les cél-lules de dia 7 de cultiu
tenen un volum citoplasmatic major que les cel-lules de dia 4 (1,34 +1,47 pl vs. 5,05
+3,56 pl). Per altra banda, les cel-lules incubades amb ACSF presenten un volum
cel-lular intermedi entre les cél-lules de dia 4 i les de dia 7 (2,22 £1,31 pl), que és
signifcativament inferior al volum de les cel-lules de dia 7. El volum nuclear de les
cél-lules incubades amb ACSF no presenta diferéncies significatives respecte de les

cel-lules de dia 4 i dia 7 crescudes en medi DMEM (0,53 + 0,49 pl).

Pel qué fa a les goticules lipidiques, tenen un diametre promig major (869 =+
805 x 1079 pl vs. 179 £70 x107° pl) i sén més abundants (3,9 £ 1,9 vs. 2,2 +1,1) en
les cél-lules de dia 7 de cultiu que en les cel-lules de dia 4 de cultiu. Per les cel-lules
de dia 7 de cultiu incubades amb ACSF, que es troben en una situacié d’aturada
de proliferaci6 cel-lular (veure 4.1.5), el volum de les goticules lipidiques no canvia
significativament respecte de les cel-lules de dia 7 de cultiu ( 869 +£805 x 107° pl
743 £ 488 x 107 pl), tot i que les cel-lules incubades amb ACSF presenten un nombre

de goticules citosoliques significativament més alt (3,9 £ 1,9 vs. 14,3 4 6,65 ).

A partir dels resultats obtinguts es poden calcular les caracteristiques d"una cel -
lula promig. En el cas d"una cel-lula de dia 7 de cultiu tindria un volum cel-lular de
5,66 pl, un volum citoplasmatic de 5,05 pl, un volum nuclear de 0,61 pli 3,9 goticules

lipidiques amb un volum total de goticules de 3,43 x 10~ pl. Una cel-lula promig
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de dia 4 de cultiu tindria un volum cel-lular d'1,95 pl, un volum citoplasmatic de
0,62 pli 2,2 goticules lipidiques, amb un volum total de 0,39 x 10~?pl. Una cel-lula
promig de dia 7 de cultiu incubada amb ACSF tindria un volum cel-lular de 2,22 pl,
un volum citoplasmatic d'1,69 pl, i 14,3 goticules lipidiques citosoliques, amb un

volum total de 10,63 x 1073 pl.

4.1.4 Mesures del percentatge d’apoptosi per tincié6 amb DAPI i

microscopia de fluorescéncia

Els experiments de tinci6 amb DAPI van mostrar un percentatge de cel-lules apop-
totiques del 10 £ 4% en cél-lules de dia 7 incubades amb ACSEF, i d” un 58+7% en
cel-lules tractades amb staurosporina. No es van detectar cél-lules apoptotiques en
els experiments de tinci6 de cel-lules de dia 7 de cultiu. La figura 4.4 mostra cel-lules

tenyides amb DAPI observades per microscopia oOptica.

Figura 4.4: Cel-lules tenyides amb DAPI observades per microscopia Optica. A-
cel-lules de dia 7 de cultiu; B-cel-lules de dia 7 de cultiu incubades amb ACSF; C-
cél-lules de dia 7 tractades amb staurosporina. Les fletxes indiquen cél-lules apopto-
tiques. La linia blanca a C medeix 10 ym. Es va emprar la mateixa ampliacié digital
en els tres casos.

4.1.5 Citometria de fluxi cicle cel-lular

Els resultats, recollits a la taula 4.3, mostren que tant les cel-lules de dia 7 com les in-
cubades amb ACSF presenten un percentatge significativament superior de cel-lules

en fase GO-G1 que les cel-lules de dia 4. El percentatge de cel-lules en fase S és per
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ceél-lules de dia 4

cel-lules de dia 7

cél-lules de dia
7 incubades amb
ACSF

diametre promig
de les goticules
visibles per MO
(um)(n= nom-
bre de goticules
mesurades)*®

0,70 £0,23 (n=78)

1,10 £0,31 (n= 163)

1,08 £0,22 (n=172)

volum promig de
cada goticula(10~°

pl)*$

179 £70 (n= 78)

869805 (n= 163)

7431488 (n= 172)

n goticules per | 2,2 £ 1,1 (n=363) 3,9+ 1,9(n= 360) 14,3+ 6,65 (n=186)
cel-lula *$&

volum cel-lular | 1,954+1,41 (n=363) | 5,66+ 3,52 (n=360) | 2,224+ 1,31 (n=132)
(pl) *&

volum nuclear (pl)

0,62 + 0,41 (n= 63)

0,61+ 0,50 (n= 120)

0,53+ 0,49 (n= 89)

volum citoplasma-

1,34 + 1,47 (n=63)

5,05+ 3,56 (n=120)

1,69+ 1,40 (n=89)

cli en una cel-lula
promig *

tic (pl)**

volum total | 0,39 £ 0,28 343 +2,14 10,63 + 8,55
de goticules

en una cellula

promig(10~3pl)*

volum de go-| 0,29 0,52 6,27
ticules/ volum

citoplasma en una

cél-lula  promig

(107%pl  goticu-

la/pl citop.)"

% ocupat pel nu- | 30,36 11,22 23,83

Taula 4.2: Mesures de diametres de cel-lules i goticules per microscopia optica, i els
calculs realitzats a partir de les dades obtingudes * Diferéncies estadisticament sig-
nificatives entre dia 4 i dia 7 ¢ Diferéncies estadisticament significatives entre dia 7
i cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF ® Diferencies estadisticament significatives
entre cel-lules de dia 4 i cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF * No es va realit-
zar analisi estadistica, ja que son valors calculats. Els calculs es van fer emprant el
promig dels quocients enlloc del quocient dels promitjos.
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contra significativament major en cél-lules de dia 4 que en cel-lules de dia 7 i incu-

bades amb ACSFE.

Les cel-lules tractades amb staurosporina presenten un percentatge significativa-
ment menor de cel-lules en fase GO-G1 que les cél-lules en altres condicions. Pel que
fa al pic subG0, indicador de fragmentacié de DNA coherent amb la presencia d’a-
poptosi (Al-Saffar et al., 2002), el percentatge de cel-lules en aquesta fase augmenta
significativament de cel-lules de dia 4 a cél-lules de dia 7 i de dia 7 incubades amb

ACSF, i augmenta encara més amb el tractament amb staurosporina.

La figura 4.5 mostra els histogrames de citometria de flux per la distribucié de

les cel-lules en les diferents fases del cicle cel-lular.

Cel-lules de | Celllules de | Celllules de | Celllules de dia
dia 4 (n=3) dia 7 (n=3) dia 7 incuba- | 7 tractades amb
des amb ACSF | staurosporina
(n=3) (n=3)
Cel-lules 62,7 +2,4 779 43,7 @ 81,04+2,6° 37,2 £1,6 %/
en fase
G0-G1
Cel-lules 13,9 £1,8 14,3 +4,0 3,6+0,7 ¢ 95+1,8%
en fase
G2-M
Cel-lules 20,9 +1,2 6,0 £0,6 ¢ 5140.2° 17,4 +3,1¢f
en fase S
Cel-lules n.d. 1,8 +0,3 10,34+2,3 ¢ 36,1 +£5,7¢/
en fase
subG0

Taula 4.3: Mesures del percentatge de cél-lules C6 en cada fase del cicle cel-lular
en les diferents situacions estudiades. Diferéncies significatives entre: * cel-lules
de dia 7 i dia 4 * cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF i dia 4 ¢ cel-lules de dia 7
incubades amb ACSF i dia 7 ¢ cel-lules de dia 7 tractades amb staurosporina i dia 4
¢ cel-lules de dia 7 tractades amb staurosporina i dia 7 / cel-lules de dia 7 tractades
amb staurosporina i de dia 7 incubades amb ACSF n.d., no detectable. Nivell de
significaci6 p< 0,05.
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Figura 4.5: Histrogrames obtinguts en els experiments de mesura de cicle cel-lular
en cel-lules C6 per citometria de flux: A-cél-lules de dia 4; B-cel-lules de dia 7; C-
cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF;D-cél-lules de dia 7 tractades amb stauros-
porina.

4.1.6 Discussio6 dels resultats

Els experiments d’optimitzaci6é de les condicions de cultiu realitzats van permtere
obtenir unes condicions de cultiu i subcultiu de les cél-lules C6 de glioma de rata
(ATCC) que proporcionaven patrons d’aparicié de ML molt similars als obtinguts
anterioriorment en el grup amb les cel-lules ECACC. Encara que el percentatge mi-
nim de cel-lules amb goticules en la fase exponencial de la corba de creixement sigui
més alt en aquest estudi (23 % vs. 2,0 %) aix0 pot deure’s en part a un canvi en
el sistema de microscopia, ja que la camera DC200 permet treballar amb una gran-
daria de pixel inferior que en treballs anteriors (Barba et al., 1999) (0,11 pm/ pixel
vs. 0,16 um/ pixel). Finalment, els patrons espectrals obtinguts ( veure secci6 4.3)
coincideixen qualitativament i quantitativament amb els anteriorment descrits (Bar-
ba et al., 1999), i per tant el sistema experimental esta llest per a realitzar estudis de

marcatge amb [1]-13C-glucosa dels lipids neutres que originen els ML.
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Els resultats de microscopia optica de cel-lules tenyides amb Nile Red mostren un
augment estadisticament significatiu en el volum total de lipids neutres tenyits amb
aquesta sonda fluorescent en goticules lipidiques citosoliques (taula 4.2) en les dues
situacions estudiades envers la fase exponencial (dia 4). El volum total de goticules
calculat en una cél-lula Cé6 promig augmenta en un factor de 8,8 entre cel-lules
de dia 4 i cel-lules de dia 7 de cultiu. En canvi, I'augment és de 27,3 vegades
si comparem ceél-lules de dia 4 amb cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF. La
corba d’aparicié de goticules mostra perd un comportament trimodal de 1’aparici6
de goticules al llarg de la corba de creixement, veient-se primer un augment en el
percentatge de cel-lules amb goticules entre el dia de sembrai el dia 1 de cultiu, una
disminuci6 entre el dia 1 i el dia 4 de cultiu (minim del percentatge, 23 %= 2,0 %), i
un posterior augment fins a dia 7 de cultiu (maxim del percentatge, 60 % £ 9,3 %).
Les cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF presenten un 100 % de cel-lules amb

goticules.

Tali com es pot comprovar a la taula 4.3 iala figura 4.5, els resultats de citometria
de flux mostren clarament una significativa aturada de la proliferaci6 de les cel-lules
C6 a dia 7 de cultiu (densitat de saturacid) i a dia 7 de cultiu després de 48 hores
d’incubacié amb ACSF, comparades amb cel-lules de dia 4 de cultiu. S’observa que
el nombre de cel-lules en fase S del cicle cel-lular és molt més baix en cél-lules de dia
7 que en cel-lules de dia 4 (6,0 % £0,6 % vs. 20,9 %=+ 1,2 % ). Aquests resultats son els
esperables per cel-lules crescudes en flascons de cultiu i, especialment per cel-lules
C6 de dia4idia 7 de cultiu, concorda amb dades previes del grup (Barba et al., 1999).
El medi de cultiu ACSF no conté cap tipus de factors de creixement macromolecular,
ja que no es va afegir serum, ni alguns compostos de baix pes molecular requerits
pel creixement, com la colina, la qual si es troba present en el medi DMEM. L'efecte
de 48 hores d’incubacié amb ACSF (entre els dies 5 i 7 després de la sembra) és

una aturada total de la proliferacié cel-lular. El nombre de cel-lules no augmenta
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entre dia 5 i dia 7 de cultiu per les cel-lules incubades amb ACSFE, com s’observa
a la figura 4.1. A més, la fase S disminueix en cel-lules de dia 7 incubades amb
ACSF (5,1 % £ 0,2 %) i respecte de cel-lules de dia 7 cultivades en medi DMEM

(6,0 % £ 0,6 %), tot i que aquesta disminucié no és estadisticament significativa.

El tractament amb staurosporina de les cel-lules C6 va induir l'aparicié6 d'una
regi6é subGo0, la qual s’associa a la deteccié de fragmentacié de DNA coherent amb
apoptosi, en un 36,1 % =+ 5,7 % de cel-lules. Per altra banda, aquest pic subGO0 no va
ser detectable en cel-lules de dia 4,va ser molt poc intens en cel-lules de dia 7 (1,8 +
0,3%) i lleugerement més intens en cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF (10,3 +

2,3%).

Els nostres resultats indiquen que l'aturada de la proliferacié cel-lular indueix
I'acumulacié de goticules lipidiques citosoliques en les cel-lules C6, com ja s’havia
descrit previament en el nostre grup (Barba et al., 1999). Guilbaud i col-laboradors
(Guilbaud et al., 1990) també descrivien l'aparicié de goticules lipidiques citosoli-
ques, detectades per microscopia Optica, en cél-lules en la linia cel-lular de cancer de
mama huma MCF-7 quan s’aturava la seva proliferaci6 amb els farmacs hexametile
bisacetamida (HMBA) i 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetat (TPA). Aixi mateix, les
cel-lules, 24 hores després de 'aturada de la proliferacié, mostraven un augment en
el volum cel-lular i una acumulacié en la fase GO-G1 del cicle cel-lular, mesurat per

citometria de flux, de manera analoga als resultats obtinguts per les cel-lules Cé.

Aixi mateix, Delikatny i Jeitner (Delikatny & Jeitner, 1997) van estudiar 1'efec-
te de bloquejants de cicle cel-lular ( cisteamina, desferrioxamina i ADR 529) en la
linia cel-lular de glioma huma 2607. Van comprovar que l'augment de la intensi-
tat del senyal a 1,3 ppm en l'espectre de "H-RMN correlacionava amb l'aturada del
cilce cel-lular en G2/M. De tota manera, cel-lules parcialment sincronitzades amb
ADR 529 no mostraven un augment en el senyal a 1,3 ppm quan es trobaven en fase

G2/M. Els autors concloien que les variacions en la intensitat del senyal a 1,3 ppm
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tenien a veure amb condicions d’estrés i no estaven correlacionades amb el moment
del cicle cel-lular. Aquest mateix grup (Delikatny et al., 1996a) va mostrar que no
existia correlaci6é entre l'increment de la intensitat dels senyals de lipids mobils i el
cicle cel-lular en cel-lules L de fibroblasts murins transformats en condicions d’estrés
de pH. En tots dos casos (Delikatny et al., 1996a; Delikatny & Jeitner, 1997) els autors
apunten a alteracions en el metabolisme de fosfolipids com la causa de la genera-
ci6 dels senyals de ML, ja que detectaven un augment de GPC quan augmentava la
intensitat dels senyals de ML.

Finalment, els canvis de volum de la cel-lula, que es poden relacionar amb apop-
tosi, estan associats també a 1’etapa del cicle cel-lular. Aixi, els canvis en volum de
la cel-lula entre la fase exponencial i les cel-lules confluents han estat descrits pre-
viament en cel-lules C6 en condicionas normals de cultiu (Valverde et al., 2006). A
més, Chen i col-laboradors (Chen et al., 2002) van descriure un augment en volum
cel-lular en les cel-lules 3T3 que ocorria durant el procés de la diferenciacié induit
per troglitozone. En resum, la disminuci6 del volum cel-lular promig en les cel-lules
C6 incubades amb ACSF respecte de les cel-lules de dia 7 no sembla estar causat
pel petit percentatge de cel-lules apoptotiques detectades, sino que apunta cap al
fet que la privaci6 dels factors del creixement en la incubacié amb ACSF no per-
met que les cel-lules C6 engrandeixin el seu volum, com seria el cas de 1'efecte de la

postconfluéncia per a les cel-lules C6 en el dia 7 del cultiu de DMEM.

4.2 Cromatografia en capa prima

4.2.1 Optimitzacié del metode

Per poder emprar la cromatografia en capa prima com a metode de quantificacié en
els extractes lipidics cel-lulars era necessari en primer lloc caracteritzar i optimitzar

les condicions del metode per ajustar-lo a les nostres necessitats. Tot i que aquesta
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tecnica havia estat descrita i emprada préviament per altres autors com a tecnica de
serparaci6 i quantificaci6 relativa, emprant Coomassie Blue per tenyir les capes fines
(Nakamura & Handa, 1984; Sathasivam et al., 2003), o emprant altres metodes de
tincié (Hirakawa et al., 1991; Kramer et al., 2002; Iorio et al., 2003), no havia estat
mai emprada la técnica combinada TLC-tincié amb Coomassie Blue-densitometria
com a tecnica quantitativa. Per aix0 es van dur a terme diversos estudis previs per

comprovar i millorar la reproductibilitat del protocol.

1. Optimitzacié de la separacié dels compostos

Es van realitzar capes primes per optimitzar la separacié dels compostos a es-
tudiar en els extractes cel-lulars. Es van emprar inicialment com a mostres
barreges dels diferents compostos a separar en les mostres reals (colesterol,
palmitat de colesteril, tripalmitin , dipalmitin i acid palmitic). Seguint la litera-
tura (Findlay & Evans, 1987; Christie, 1973; Litchfield, 1972), es va comprovar
que, dels diversos sistemes d’eluents possibles, el que permetia una millor se-
paracio en en el nostre cas era n-hexa:dietiléter:acid acétic (80:20:2). Es va com-
provar la importancia de preparar els eluents en el moment d’emprar-los, i de
1" homogeneitzaci6é de la solucié per agitacié manual durant un minut abans
de transvasar-la a la cubeta d’eluci6, ja que aixo6 assegurava la reproductibili-
tat dels Rfs de les mostres. Es van emprar els Rfs dels estandards per assignar
els compostos dels extractes. A la figura 4.6 es mostra una TLC de separaci6
d’estandards. Els valors de Rf dels estandards dels compostos analitzats en els

extractes es mostren a la taula 4.4

Aquests Rfs es van emprar per assignar les taques de les TLCs dels extractes
lipidics cel-lulars. Els Rfs de les taques dels extactes lipidics es mostren a la
taula 4.5. S’han inclos també els Rfs de les contaminacions més comunes que

es van detectar en les TLCs. També es van fer capes primes d’extractes desti-
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Compost Rf
1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol (DAG) 0,052
Colesterol 0,087
acid palmitic (AGL) 0,122
tripalmitin (TAG) 0,540

palmitat de colesteril (EstCol) 0,857

Taula 4.4: Rfs dels estandards lipidics en les TLCs obtingudes en hexa:dietiléter:acid

acetic

nats a la caracteritzaci6é qualitativa inicial per comprovar l'eficacia de separaci6

del sistema cromatografic en mostres reals, i quin compostos s’hi trobaven pre-

sents. En els extractes es detecten els compostos colesterol, DAG, TAG i EstCol,

que s’havien estudiat com estandards, no es detectaren acids grassos lliures,

i es va detectar una taca no assignada de Rf= 0,696, que va ser posteriorment

analitzada (veure 4.2.3). Les proves amb extractes cel-lulars no destinats a la

quantificaci6 també van mostrar que, tot i que s’obtenia una bona separacio,

es detectava en aquestes mostres la preséncia de diverses possibles contamina-

cions. Es va determinar que aquestes contaminacions provenien del material

de plastic emprat inicialment en el procés d’extracci6, i no dels eluents ni dels

compostos de tincio6 (figura 4.7).

Rf Assignaci6

0,052 DAG

0,087 Colesterol

0,122 AGL

0,540 TAG

0,696 compost desco-
negut

0,857 EstCol

0,920 contaminacio
plastics

Taula 4.5: Assignaci6 de les taques de les TLCs inicials d’extractes lipidics cel-lulars

obtingudes en hexa:dietiléter:acid acetic

Aquestes contaminacions provocaven molts problemes a ’hora d’analitzar les

TLCs quantitatives (figures 4.8 i 4.9). Probablement, els dissolvents organics

emprats en l'extraccié dissolen algun component de tipus lipidic (greixos?)
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Figura 4.6: TLC de separaci6 dels estandards que es pretenen identificar poste-
riorment en un extracte de cél-lules C6. a-1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol(DAG), b-
colesterol, c-acid palmitic (AGL), d-tripalmitin(TAG), e-palmitat de colesteril (Est-
Col). La fletxa indica el punt d"aplicacié de la mostra.

que es troba en les superficies dels plastics comercials, i aquests components
acaben apareixent en la nostra capa prima. Per tant, es va decidir no emprar
cap material de plastic durant el procés d’extraccié (puntes de pipeta, recipi-
ents, etc). L’altra tipus de contaminaci6 observat era degut a residus en la xe-
ringa hamilton. Aquesta contaminaci6 es va eliminar netejant exhaustivament

la xeringa abans i després de cada ts.

. Minimitzacio de la variabilitat del métode

Es van realitzar capes primes per optimitzar les condicions d’aplicaci6 i com-
provar la variabilitat intrinseca del métode. Per una banda, es van realitzar
capes primes aplicant tripalmitin a una determinada concentracié en 10 repli-
cats. Es van provar diferents concentracions per abastar el rang més ampli
possible, i també diferents volums d’aplicacié. Les concentracions emprades

van ser: 3,8mg/ml (5pl i 25pl), 2mg/ml (5ul) i 0,4mg/ml (5ul). Com es pot
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0,410

Figura 4.7: TLC on es mostren els dos tipus de contaminacié més freqiients en les
capes primes. a- Contaminacio per residus en la xeringa hamilton; b- contaminaci6
deguda a residus adherits a les superficies plastiques. A la dreta es mostren els Rfs
de les taques.

Figura 4.8: TLC on es mostra la contaminacié en una capa prima d’extractes
lipidics.1- DAG 10 pug; 2-EstCol 10 p;g 3, 4 i 5- 25 pul d’extracte obtingut de 200 x 10°
cel-lules de dia 7 de cultiu; 61 9- TAG 10 pg; 71 10- TAG 2 ug; 8- DAG 2 nug; 11-EstCol
2 pig. Les fletxes assenyalen la taca de contaminacié
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Figura 4.9: TLC on es mostra la contaminacié en una capa prima de tripalmitin. 1-
10 pg; 2- 7,5 png;3-5 ng , 4-2,5 pg i 5-1,25 pg. En el requadre es mostra la taca de
contaminaci6é deguda als plastics.

observar a la taula 4.6, la menor variacié es va aconseguir amb la combina-
ci6 3,8mg/ml, 54l i la combinacié 0,4mg/ml (5u0). Aixo ens va suggerir que

l"aplicaci6 havia de ser de 54/, i el ventall de concentracions entre 0,4 i 4mg/ml.

Posteriorment, es va aconseguir reduir la variabilitat en els resultats deguda
a l'aplicaci6 de les mostres. Per poder tenir concentracions dels compostos
continguts en els extractes que es trobessin dins del rang de quantificaci6 dels
estandards, es va comprovar que era necessari aplicar un minim de 25/ de
mostra. L'aplicacié d’aquest volum provocava una difusié de la taca d’apli-
cacid, i per tant els compostos no corrien homogeéniament al llarg de la capa
prima. Les variacions obtingudes inicialment per una taca de TAG en 10 re-
plicats d'un extracte van arribar a ser del 48%. Es va optar per dipositar la
mostra en forma de linia sobre una zona préviament assenyalada de la TLC.

D’aquesta manera es minimitzava la difusi6. També es van posar a prova els
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diferents aparells i programes a 1’abast per analitzar densitometricament les

capes primes. Els diferents metodes testats van ser:

e Escaner GS-700 i programa MultiAnalyst Versi6é 1.1 Build 34 (BioRad)
al LAFEAL: aquest va ser el sistema inicialment utilitzat. Es va consultar
els tecnics de BioRad i del LAFEAL, els quals en van desaconsellar el seu
s, ja que la reproductibilitat no era suficient, degut a la poca sensibilitat

de I’aparell. Es va descartar.

e Escaner Umax ASTRA 4000U i programa ImageMaster 2D platinum
V5.0 (BioRad) al Servei de Proteomica i Bioinformatica (Institut de Bi-
otecnologia i Biomedicina, UAB): el sistema esta optimitzat per I'anali-
si de gels bidimensionals de proteines, la qual cosa obliga a seleccionar
una forma geometrica per la banda a analitzar. Donat que la forma de
les bandes obtingudes en les capes primes no corresponia a cap de les
possibilitats del sistema, els resultats produien un alt grau d’error. Es va

descartar.

e Fluorimetre FluorS i programa QuantityOne (BioRad) al LAFEAL: la
possibilitat d’obtenir una fotografia densitometrica ens proporciona mol-
ta més sensibilitat, era possible ajustar 'amplada de la banda i del carril,
tal com es veu a la figura 4.10. El fet d’obtenir una fotografia densitometri-
ca permetia millorar la sensibilitat respecte dels altres metodes. S’obtenia
un perfil densitometric i el promig de la intensitat de la banda a analit-
zar, permetent uns resultats acurats. Aquest va ser el metode finalment

escollit.

La combinacié de I’aplicaci6 lineal i 1'us del sistema Fluorimetre FluorS i pro-
grama QuantityOne (BioRad) (LAFEAL) van permetre minimitzar la variabi-

litat, fins a obtenir un coeficient de variacié maxim del 10%.
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concentracié volum aplicat coeficient
(mg/ml) de variabili-
tat (desv.est/promig)
10 25 9,3%
3,8 25 21,2%
3,8 5 8%
2 5 10%
0,4 25 11,6%
0,4 5 9%

Taula 4.6: Variabilitat del metode de TLC segons la concentraci6 i volum de mostra
aplicats. n= 10 en cada cas.

Per comprovar la linealitat del metode, es van obtenir rectes de calibratge per
cadascun dels lipids neutres a quantificar en els extractes. Tal i com es veu a
la figura 4.11, les rectes de calibratge per triplamitin, dipalmitin i palmitat de
colesteril, en el rang d’estudi de les mostres, presenten una correlacié lineal
entre concentracié i densitat optica (r?=0,95). D’aquesta manera es va validar
el metode com a quantitatiu pel ventall de concentracions i mostres estudia-
des. També es va comprovar que el procés de tinci6 de les capes primes podia
generar una variabilitat en els resultats de densitat optica, de manera que es
va optar per obtenir una recta de calibratge interna en cada capa prima de

quantificacio.

4.2.2 Quantificacié dels lipids neutres presents en extractes lipi-

dics de cél-lules C6

Es van analitzar quantitativament les capes primes obtingudes de tots els extractes
cel-lulars. Es van analitzar tres tipus de mostres: cel-lules de dia 4, cel-lules de dia
7 i cel-lules de dia 7 incubades amb ACSEF. Es van obtenir 9 cromatografies de capa
prima, per cada tipus de mostra i per cada compost a quantificar. La quantificacié
es va fer emprant la recta de calibratge interna obtinguda a la mateixa capa prima.

La densitat optica de la taca del compost a quantificar en I’extracte era convertida a



4.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA PRIMA 97

Figura 4.10: Imatge de la seleccié de bandes en les TLCs emprant el programa Quan-
tityOne i el fluorimetre Fluor-S de BioRad. Com es pot comprovar, es pot A-ajustar
I'amplada de la banda B-ajustar el carril i la posicié de la banda

unitats de massa mitjancant la recta de calibtatge. Es van referenciar els valors en
pgrams al nombre de cel-lules, al pes del sediment cel-lular, al volum cel-lular, al
volum citoplasmatic, i al contingut de proteina. Les dades obtingudes es mostren
a la taula 4.7. En les seccions 3.2, 3.3 i 3.6 es descriu la mesura de cadascuna de les

referéncies.

Pel que fa a la quantificaci6 de TAG, si comparem les dades de cel-lules de dia
4 i de dia 7, tot i que s’observa un augment significatiu del contingut de TAG en
pgrams/g cel-lula , i una disminuci6 significativa si s’expressa com pgrams/pl cito-
plasma, i ugrams/pl cél-lula, no hi ha diferéncies significatives en les dades expres-
sades com pgrams /10® cel-lules i ugrams/mg proteina. Per les cel-lules incubades
amb ACSE, si les comparem amb les cel-lules de dia 4, no s’observen diferéncies
significatives en cap dels valors obtinguts, i si es comparen amb les cél-lules de

dia 7, s’observa una disminuci6 significativa en el contingut de TAG expressat en



98

0a

08
0y

06

4

03

02

—i—

01

0250

0,200

0,150

N
0

[=]
0,100
0,050

0,000

0700
0§00
0,500
3 Lam
“h 300
0,200
0,100
0,000

porams

CAPITOL 4. RESULTATS I DISCUSSIO

— T Sug 25
[—-- - - . _

y=0.051%x +0.2018
r= 0,953

y=0.0107% +0.0943
r?= 0956

10|i 5|i 2.5 |i 125 HE

y=0.0551x% +0.0451
r*=10.988

Figura 4.11: Rectes de calibratge dels estandards a quantificar en els extractes. A-
representaci6 grafica de les rectes; les barres indiquen +5D. B- fragment de la TLC
de les rectes, on s’indica la quantitat d’estandard aplicat, I’equaci6 ajustada per re-
gressio lineal i el coeficient de correlaci6 2 per la regressio. 1-tripalmitin, 2- diacil-
glicerol, 3- palmitat de colesteril.
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A-TAG Cel-lules de dia 4 Ceél-lules de dia 7 Ceél-lules incuba-
(n=3) (n=3) des amb ACSF
(n=3)
pg/ 108 cel-lules. 86,30+£23, 38 110,184+39, 37 73,61+£37,34
pg/mg proteina 4,4840, 91 7,37£2,18 4,91+2, 33
pg / g cel-lules & 149,33+62, 30 291,42+113,26 161,01+£75, 56
pg/ plcitoplasma *¢  61,65+18,90 21,7747, 33 44,08+20, 96
ng/ pl cél-lules * 43,154+13,23 19,3346, 51 33,46+15,91
B-DAG Ceél-lules de dia 4 Cel-lules de dia 7 Cel-lules incuba-
(n=3) (n=3) des amb ACSF
(n=3)
ng/ 108 cellules *¢ 63,98+ 11,85 30,85+ 6,77 66,67+20,12
(g/mg proteina & 3,79+0,64 2,06+0,45 4,44+4+1,47
pg/ g cellules +&8 106,79+17,04 79,81+16,79 145,83+48,17
pg/ plcitoplasma & 45,70+8,67 6,10+1,32 39,92+ 13,19
ng/ pl cél-lules ** 31,99+6,07 5,41+1,18 30,30+10,01
C-EstCol Cél-lules de dia 4 Ceél-lules de dia 7 Ceél-lules incuba-
(n=3) (n=3) des amb ACSF
(n=3)
pg/ 108 cel-lules 43,02+7,03 44,41+1,09 32,874+11,82
pg/mg proteina 2,26+0,47 2,96+0,09 2,1940,88
ng/ g cel-lules *¢ 72,324+ 15,64 115,284+ 7,32 71,904-28,94
pg/ pl citoplasma *30,73+6,43 8,78+0,28 19,68+ 7,92
pg/ pl cél-lules * 21,514+4,50 7,79+ 0,25 14,94+6,01
D-contingut  glo- Cel-lules de dia 4 Cel-lules de dia 7 Ceél-lules incuba-
bal d’acids grassos (n=3) (n=3) des amb ACSF
(TAG+DAG+EstCol) (n=3)
pumol /10% cel-lules 0,615+0,097 0,589+0,151 0,561+0,157
pmol /mg proteina 0,034+0,005 0,037+0,009 0,037+0,010
pmol/ g cel-lules 1,047+0,241 1,549+0,425 1,227+0,335
pmol/ pl citoplasma  0,439+0,077 0,116+0,028 0,336+0,092
&
pmol/ pl cél-lules ¢ 0,308+0,054 0,103+0,025 0,255+0,070

Taula 4.7: Quantificacié per TLC dels lipids neutres en extractes de cel-lules C6.* Di-
ferencies estadisticament significatives entre dia 4 i dia 7  Diferencies estadistica-
ment significatives entre dia 7 i cél-lules de dia 7 incubades amb ACSF ® Diferéncies
estadisticament significatives entre cél-lules de dia 4 i cel-lules de dia 7 incubades
amb ACSF
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pgrams/pl citoplasma i pgrams/pl cél-lula, i un increment significatiu, si s’expressa

en pugrams/g cel-lula.

El contingut en DAG presenta diferencies significatives entre cel-lules de dia 4
i de dia 7 en tots els casos. Hi ha una disminucié en el contingut de DAG de dia
4 a dia 7, indicant que no hi ha un augment en el contingut de DAG al llarg de la
corba de creixement, ans si de cas una disminucié. Si comparem el contingut en
DAG entre cel-lules de dia 4 i cel-lules incubades amb ACSF només s’observa un
augment significatiu si el contingut s’expressa com pgrams/g cel-lula. En comparar
els resultats per cel-lules incubades amb ACSF i cel-lules de dia 7, hi ha diferencies
significatives en tots els casos, i els valors per les cel-lules ACSF s6n més alts que els

valors per les cel-lules de dia 7.

Finalment, 1’analisi estadistica dels resultats del contingut d"EstCol mostra que,
en comparar cel-lules de dia 4 amb cel-lules de dia 7, hi ha un augment significatiu
quan el contingut s’expressa en pgrams/g cel-lula, i una disminucié significativa
quan s’expressa com pgrams/pl citoplasma i pgrams/pl cel-lula. No s’observen
diferéncies quan s’expressa com pgrams /10% cel-lules i ugrams/mg proteina. En
comparar els valors per cel-lules de dia 4 i cel-lules incubades amb ACSE, només
es troba una disminuci6 significativa quan el contingut s’expressa com pgrams/pl
citoplasma. La comparaci6 entre cel-lules incubades amb ACSF i cel-lules de dia 7

indica que hi ha un augment si el contingut s’expressa com pgrams/g cel-lules.

Aixi mateix, es va calcular la concentracié en pmols d’acids grassos en cadas-
cuna de les mostres, a partir dels valors de pgrams de lipids neutres. Per fer la
conversié d’unitats, es va considerar el pes molecular dels estandards emprats per
cadascun dels lipids neutres: per triacilglicerols, pes molecular de tripalmitin, 807
g/mol; per diacilglicerols, pes molecular de dipalmitin, 568 g/mol; per ésters de
colesterol, pes molecular de palmitat de colesteril, 625 g/mol. Per cada tipus de

mostra, es van sumar els ymols d’acids grassos provinents de cada tipus de lipid
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neutre, per obtenir-ne el contingut total. Els resultats es mostren a la taula 4.7. Com
es pot observar, no hi ha diferéncies significatives en el contingut en acids grassos
obtingut per les tres situacions estudiades i expressat respecte de qualsevol referen-
cia, excepte les referides a volum cel-lular o citoplasmatic. Per tant, el contingut
en acids grassos en forma de lipids neutres a les cél-lules no canvia al llarg de la

corba de creixement.

4.2.3 Caracteritzacio de la taca no identificada amb Rf= 0,696

Es va observar a les capes primes d’extractes la presencia d'una taca a Rf = 0,696,
sense assignar. A la bibliografia es descriu la presencia de mono- i digalactosil gli-
cérids en cervell (Slagel et al., 1967) i es va considerar la possibilitat que es tractés
d’aquest compost. Es va realitzar una capa prima en les nostres condicions de sepa-
raci6 aplicant tripalmitin (2,2 mg/ml i 0,44 mg/ml, 5u0) i monogalactosil diglicerid
(MGDAG) (Sigma, Espanya)(2 mg/ml, i 0,4mg/ml 5ul) com a mostres. Es va com-
provar que els dos compostos tenien un Rf = 0,54 ( figura 4.12). Per tant, la taca sense
assignar no corresponia a monogalactosil diglicerid, i podia haver contribuit als nos-
tres resultats de quantificaci6 de triacilglicerols. Per descartar o confirmar aquesta
possibilitat, es va posar a punt un sistema cromatografic que permetés la separacié
de tripalmitin i MGDAG, basant-nos en la bibliografia (Christie, 1973; Litchfield,
1972; Findlay & Evans, 1987). Els eluents emprats van ser acetona: acid acetic :aigua
(100:2:1 en volum). Es va cérrer una capa prima emprant com a mostres tripalmitin i
MGDAG, i es va comprovar que els compostos es separaven entre si, amb Rf= 0,711
pel MGDAG i Rf= 0,830 pel TAG.

Finalment, es va cOrrer una capa prima en acetona: acid acetic :aigua (100:2:1 en
volum), aplicant MGDAG (2 mg/ml i 0,4 mg/ml, 5ul), i dos extractes de ceél-lules,
de dia 4 i de dia 7 (250). No es va detectar la preséncia de MGDAG en els extractes

(figura 4.13). Per descartar completament que aquest compost hagués pogut inter-



102 CAPITOL 4. RESULTATS I DISCUSSIO

Figura 4.12: TLC de tripalmitin i monogalactosil diacilglicerol en hexa:dietiléter:acid
acetic (80:20:2). 1-Tripalmitin 11xg, 2-MGDAG 10ug; 3-tripalmitin 2,2g; 4-MGDAG
2ug

ferir en les quantificacions de TAG, es va obtenir una recta de calibratge en el rang
més baix de concentracions en qué el MGDAG era detectable (entre 0,05 i 0,0054g)(
figura 4.14 i es va calcular el percentatge del senyal dels TAG dels extractes que
podria ser degut a MGDAG. Tot i que no s’observa per densitometria la presencia
de MGDAG en els extractes, el percentatge maxim de lipids quantificats com TAG
que podrien ser MGDAG ino ser detectats en el sistema cromatografic acetona:acid
acetic :aigua (100:2:1 en volum) és d'1,6% per extractes de cel-lules de dia 4 i de
0,47% per cel-lules de dia 7. Per tant, es va considerar que aquesta interferéncia, si

es presentés, no afectaria significativament els nostres resultats.

Aquesta taca no assignada va ser estudiada també per RMN. La taca es va rascar
de la capa prima després de la tincid, i la pols de silica es va sotmetre a un procés
d’extraccié amb metanol durant 10 min en un bany sonicador. El liquid obtingut es

va processar per 1D-'H-RMN. Els espectres obtinguts mostren només el senyal del
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Figura 4.13: TLC per la identificacié del compost monogalactosildiacilglicerol en
extractes lipidics de cel-lules 1I-MGDAG 10 pg ; 2-extracte de cel-lules de dia 7 de
cultiu; 3-extracte de cél-lules de dia 4 de cultiu;4-MGDAG 5ug (Rf=0,711). La fletxa
assenyala els TAG en els extractes (Rf= 0,830).
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Figura 4.14: Recta de calibratge del compost monogalactosildiacilglicerol. A- repre-
sentaci6 de la recta B- TLC de la recta i equaci6
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Figura 4.15: TLC d’extractes per identi- Figura 4.16: Estructura quimica
ficar la presencia d’éter de DAG. Mos- de l'éter de DAG 1-O-palmitil-2,3-
tres: éter de DAG 1,2- 5 ul concentracié6 dipalmitoil-rac-glicerol

10mg/ml, 9-10 5 pl concentracié 2mg/ml;

3-5 extractes de cél-lules de dia 4 de cultiu,

25 ul; 6-8 extractes de cel-lules de dia 7 de

cultiu, 25 pl.

Coomassie Blue emprat per tenyir la capa prima.

Finalment, es va trobar a la bibliografia que aquesta taca podia correspondre a
alquiléters de diacilglicerol (Hirakawa et al., 1991; Ferretti et al., 1999). En aquest cas,
es van correr diverses capes primes amb tots els estandards de lipids neutres, i tam-
bé un estandard d’éter de diacilglicerol, concretament 1-O-palmitil-2,3-dipalmitoil-
rac-glicerol. Finalment es va cérrer una capa prima d’extractes de cel-lules C6 i
I'estandard (figura 4.15 i 4.16). Es va poder comprovar que 1'Rf d’aquest alquiléter
corresponia amb el de la taca sense identificar en els extractes és a dir Rf= 0,696, com

es mostra a la figura 4.15.

En aquest capa prima es va emprar per la tincié una solucié6 amb una concen-
traci6 més baixa de Coomassie Blue ( 0,03 % pes/volum en metanol 20% v/v), per
optimitzar el procés de tinci6/destincié. Tot i que no es va poder quantificar de
manera absoluta el contingut del compost d'Rf= 0,696, es va fer una quantificacié
relativa, referenciant la densitat optica de la taca del compost al nombre de cel-lules
en l'extracte (taula 4.8). L'analisi estadistica de les dades mostra que la densitat op-
tica disminueix entre les tres situacions estudiades, tot i que només ho fa de manera

significativa entre cel-lules de dia 4 i de dia 7 incubades amb ACSEF, indicant que hi
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condicié de cultiu DO/u grams de cel-lules (n=3)

dia 4 0,16 +£0,02 ¢
dia 7 0,13 +£0,01
dia 7 ACSF 0,08 +£0,03

Taula 4.8: Densitat optica de la taca d'Rf= 0,696 en les diferents situacions estudiades
¢ diferencies significatives entre cel-lules de dia 4 i de dia 7 incubades amb ACSF

hauria una disminuci6 del contingut d’aquest compost.

4.2.4 Discussi6 dels resultats dels experiments de TLC

Els experiments de TLC van mostrar que aquesta teécnica és Optima per la separaci6
de lipids, pero que per poder emprar-la com a tecnica quantitativa és necessari eli-
minar qualsevol tipus de possible contaminacid, i optimitzar el sistema d’aplicacié
de les mostres i de tincié de les capes primes. La TLC ens ha permes quantificar
els lipids neutres dels extractes de cél-lules Cé6. Pel que fa a les contaminacions, s’-
ha descrit en la bibliografia la interaccié entre el material plastic del tubs i els lipids
que contenen aquests tubs (Lee, 1971). Tot i que s’hi descriu la pérdua de mostra per
unio al plastic, que és recuperada per extraccié amb cloroform/metanol, és possible
que aquesta barreja de dissolvents pugui dissoldre també altres lipids que es trobin
en la superficie plastica.

Un element important a destacar és el tipus de referencia que cal emprar per la
quantificacié del lipids neutres. En el nostre cas hem emprat cinc referencies: nom-
bre de cél-lules, pes de cellules, pes de proteina, volum citosolic i volum cel-lular.
Cadascuna d’aquestes referéncies sera valida en un determinat context, pero cap
d’elles és valida per totes les comparacions. Depenent de les dades que vulguem
comparar, caldra emprar les dades de contingut de lipid neutre respecte d"una refe-
réncia determinada que ens proporcioni el tipus d’informacié que es requereix. El
problema de la referencia és forca comu (Valverde et al., 2006) i cal tenir-lo present

per poder extraure conclusions correctes de les dades experimentals.
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Pel queé fa als resultats de quantificacié de lipids neutres per TLC, podem com-
parar per cada lipid neutre els resultats obtinguts per cada situaci6 cel-lular (taula
4.7). Tant per TAG com per DAG i per EstCol, s’observa que el contingut és molt
similar en cél-lules de dia 4 i de dia 7 incubades amb ACSF per totes les referen-
cies de quantificaci6 emprades. Si comparem per qualsevol lipid neutre les dades
referenciades a volum cel-lular o citoplasmatic entre les tres situacions estudiades,
s’observa que el valor per cel-lules de dia 7 sempre és més baix. Cal recordar que les
cél-lules de dia 4 de cultiu i de dia 7 de cultiu incubades amb ACSF tenen un volum
cel-lular molt similar, mentre que les cel-lules de dia 7 tenen un volum cel-lular més
gran (taula 4.2). Les diferencies observades en les dades referenciades a pl cel-lula i

pl citosol sén estadisticament significatives.

En el cas de TAG i EstCol, observem que els valors per pgrams / g cel-lula,
com pgrams / 10°® cel-lules i pugrams / mg proteina sén més alts per les cel-lules
de dia 7 que per les cel-lules de dia 4 i dia 7 incubades amb ACSE, i s’observen
diferencies estadisticament significatives en les dades expressades com pgrams / g
cél-lula. En canvi, per la quantificacié de DAG, totes les dades presenten diferencies
significatives, i les quantificacions mostren que el contingut en DAG és menor en les
cél-lules de dia 7 de cultiu que en les de dia 4 de cultiu i dia 7 de cultiu incubades
amb ACSFE. Aixi mateix, el contingut en acids grassos en forma de lipids neutres a

les cel-lules C6 no canvia al llarg de la corba de creixement.

A la taula 4.9 es troben recollides diverses quantificacions de lipids neutres des-
crites a la bibliografia. Si comparem les dades referenciades a 10° cel-lules amb da-
des de la literatura per altres tipus cel-lulars, trobem que Ferretti i col-laboradors
(Ferretti et al., 1999) mesuren un contingut d’1,1 nmol TAG/10° cel-lules en el cas de
tibroblasts 3T3 en fase exponencial de la corba de creixement. Aquesta dada es pot
convertir a ugrams /10® cel-lules, emprant un pes molecular promig de 807 g/mol

pels TAG (pes molecular del tripalmitin, I'estandard de TAG que s’ha emprat en
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aquesta tesi), obtenint un valor de 88,8 ugrams TAG/10® cel-lules 3T3 , un valor
molt similar al que es recull a la taula 4.7 per les cel-lules C6 en fase exponencial dia
4 de cultiu, 86,3 ugrams / 108 cel-lules. En aquest mateix treball, els autors descrivien
que els fibroblasts 3T3, després d’una transformacié amb 1’oncogen ras no presenta-
ven cap canvi en els contingut de TAG, tot i que el senyal de lipids mobils visibles
per RMN disminuia en un factor de 2. Per altra banda, Mackinnon i col-laboradors
(Mackinnon et al., 1992) van trobar valors per cel-lules CHO d’ovari de hamster chi-
nes una mica més alts, al voltant de 190 ugrams TAG/10® cel-lules CHO. Hakuméki
i col-laboradors (Hakumaki et al., 1999) van analitzar per cromatografia gas-liquid
extractes lipidics de tumors BT4C en rates tractats amb ganciclovir, no tractats i cer-
vell normal. Observen que el contingut en TAG és més alt en tumors no tractats
0 4 dies després del tractament que en cervell normal i tumors 8 dies després del
tractament (taula 4.9). Els valors obtinguts per aquests autors per tumors no tractats
estarien d’acord en les dades obtingudes per C6 mostrades en aquesta tesi, consi-
derant una equivaléncia aproximada de 10® cel-lules tumorals/ g pes fresc in vivo
(Moreno et al., 1993), excepte pel que fa a la concentracié d’acids grassos lliures, que

en el nostre cas no sé6n detectables.

Rosi i col-laboradors (Rosi et al., 1999) descriuen una disminuci6 en els senyals de
TAG en espectres de RMN de 'H d’extractes de cel-lules HeLa al llarg de la corba de
creixement. Els autors prenen aquesta disminucié com un indicatiu de disminucié
en el contingut de TAG en les cél-lules HeLa intactes al llarg de la seva corba de crei-
xement, perod no donen dades quantitatives. La corba de creixement de les cel-lules
HeLa que es presenta en el seu treball mostra que les cel-lules estudiades no eren en
punts temporals facilment comparables als estudiats en aquesta tesi . Aixi, es pot
veure a la figura reproduida del seu treball ( figura 4.17) que el nombre de cel-lules
es trobava encara augmentant de manera exponencial en el darrer punt temporal

considerat. Per tant, Rosi i col-laboradors podrien estar estudiant moments sem-
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blants als dies 0-1 i 4-5 de la nostra corba de creixement (veure figures 4.1 i 4.2).
Les seves dades per cel-lules HeLa a temps curt de ressembra podrien correspondre
amb les nostres dades de dia 1 de ressembra per cel-lules C6. La ressembra a partir
de cel-lules de dia 6 ( fase exponencial) proporciona cultius amb una alta intensat en
els senyals de ML. Aquestes dades estarien d’acord amb l'augment en el nombre de
cel-lules positives detectades en les cel-lules C6 després de la ressembra. Els cultius
mantinguts fins a dia 6 mostren una disminuci6 en la intensitat del senyals de ML
que es podria correspondre amb la disminuci6 en el percentatge de cel-lules positi-
ves que nosaltres detectem en les cel-lules C6. En definitiva, sembla probable que el
diferent temps de duplicaci6 de les cel-lules HeLa i C6 faci impossible la comparaci6
de resultats dia a dia, pero la comparacio per fases de la corba de creixement mostra
que les dues linies cel-lulars es podrien comportar de manera molt similar pel que

fa al contingut de ML.
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Figura 4.17: Corba de creixement de les cel-lules HeLa emprades en els experiments
de Rosi i col-laboradors (Rosi et al., 1999)

Per altra banda, lorio i col-laboradors (lorio et al., 2003) van descriure la variacié
en el contingut de lipids neutres en la linia HuT 78 de limfoblasts humans en situ-
aci6 control i després d’induccié d’apoptosi amb «a-Fas, perd de manera relativa, ja

que no correlacionen la intensitat de les bandes obtingudes en TLC d’extractes lipi-
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dics amb el contingut de lipid neutre. De tota manera, els autors indiquen que els
extractes estudiats contenien tots el mateix nombre de cel-lules. D’aquesta manera
és pot fer una comparacio relativa entre les dades per les dues situacions estudiades
i es comprova que hi ha un augment en la intensitat de les bandes entre cel-lules
control i tractades. Seria interessant poder comparar les dades de quantificacié per
DAG, ja que és I'tinic grup que quantifica aquest lipid neutre, perod probablament la
ressoluci6 del sistema cromatografic emprat no permetia la bona separacié de DAG

i AGL ( taula 4.9).

El contingut de lipids en cel-lules C6 ha esta determinat també per Kramer i
col-laboradors (Kramer et al., 2002). En aquest cas, extractes lipidics de cel-lules C6,
RBE4 i ECV304, emprades com a model de barrera hematoencefalica, es van estudi-
ar per TLC i cromatografia liquida d’alta ressolucié (HPLC). Els autors mostraven
que per les cel-lules C6 el percentatge de lipids totals que representaven els TAG, els
EstCol i el colesterol no variava significativament al llarg de la corba de creixement,
mentre que es detectaven acids grassos lliures, i el seu percentatge augmentava en-
tre cel-lules de dia 4 i dia 8 de cultiu, i tornava a disminuir per cél-lules de dia 14
de cultiu. El sistema de separaci6é per TLC, hepta: dietileter: acid acetic (60:40:20) és
lleugerament diferent a 'emprat en aquesta tesi, aixi com el sistema de tinci6 (acetat
de coure 3% i acid fosforic 8%). L'extracci6 es realitza en tubs eppendorf amb cloro-
form:metanol, la qual cosa pot introduir, com ja s’ha descrit, contaminacions en els
extractes que poguessin ser confoses amb acids grassos lliures. Els autors no referei-
xen el nombre de cél-lules emprades per realitzar els extractes, ni el pes del sediment
cel-lular, ni els valors dels Rfs dels compostos separats per TLC. Tots aquest motius
impedeixen la comparacié entre les dades publicades per Krdamer i col-laboradors

(Kramer et al., 2002) i les obtingudes en aquesta teis.

Es interessant remarcar en aquest punt que en les quantificacions de lipids neu-

tres en extractes lipidics de cel-lules C6 per TLC no es detecten acids grassos lliu-
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mostra metabolit valor promig referéncia
fibroblasts 3T3 TAG 88,8 pgrams (Ferretti et al,

/108cels. 1999)
AGL 389 pgrams
/108cels.
fibroblasts 3T3 TAG 153,3ugrams
transformats ras /103¢els.
AGL 220,2p1grams
/103¢cels.
cel-lules CHO TAG 190 pgrams /10° (Mackinnon et al.,
1992)
cervell normal rata  TAG 27 pgrams /gtf (Hakumaki et al.,
1999)
AGL 53 pgrams /gtf
EstChol 53 pgrams /gtf
tumor BT4C no trac- TAG 162ugrams /gtf
tat
AGL 101 pgrams /gtf
EstChol 109 pgrams /gtf
tumor BT4C tractat TAG 210 pgrams /gtf
4 dies
AGL 194 pgrams /gtt
EstChol 184 pgrams /gtt
tumor BT4C tractat TAG 84 ugrams /gtf
8 dies
AGL 130 pgrams /gtf
EstChol 45 pgrams /gtf
teixit adjacent a gli- EstChol 5850ugrams /gtf  (Slagel et al., 1967)
oblastoma huma
glioblastoma huma  EstChol 18500pgrams /gtf
linia HuT 78 de lim- TAG 44 u.a./10° cels. (Iorio et al., 2003)
foblast T humans
AGL+DAG 76 u.a./10® cels.
EstChol 116 u.a./108 cels.
linia HuT 78 de lim- TAG 138 u.a./108 cels.
foblast T humans
apoptotiques per a- AGL+DAG 176u.a./10% cels.
Fas
EstChol 192 u.a./108 cels.

Taula 4.9: Recull de dades de quantificaci6é de lipids neutres en diferents sistemes
cel-lulars. Abreviacions: gtf, grams de teixit fresc; u.a., unitats arbitraries de densitat

optica.
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res. El llindar de detecci6 dels acids grassos lliures en el nostre sistema és de 0,625
g, Ferretti i col-laboradors (Ferretti et al., 1999) van determinar en fibroblasts NIH-
3T3 en fase exponencial tardana de creixement un contingut d’acids grassos lliures
de 15,2 £4,7 nmol / 10° cel-lules. Aquesta dada es pot convertir a pugrams / 10°
cél-lules, emprant un pes molecular promig de 256 g/mol pels AGL (pes molecular
de l'acid palmitic), obtenint un valor de 389 ugrams AGL / 10® cel-lules 3T3. Aquest
valor es troba fins i tot per sobre del contingut en TAG descrit pels autors en el seu

sistema.

Per altra banda, Hakumaki i col-laboradors (Hakumaki et al., 1999), en la seva
analisi per cromatografia gas-liquid d’extractes lipidics de tumors BT4C en rates
tractats amb ganciclovir, no tractats i cervell normal, observen un contingut d’AGL
molt proper al contingut de TAG. A més els autors destaquen el fet que en els espec-
tres de 'H-RMN apareixen senyals que corresponen a acids grassos polinsaturats, o
PUFAs, (2,81 5,3 ppm) i que el percentatge d’acids grassos polinsaturats, tant este-
rificats com lliures, que esta al voltant del 15% en cervell normal en tumors BT4C
no tractats i tumors BT4C tractats amb ganciclovir a dia 8 ,augmenta fins un 28%
en TAG i EstChol per tumors tractats a dia 4. Els autors indiquen la possibilitat
que l'activitat fosfolipasa A2 ( que hidrolitza fosfolipids per la posici6é sn-2, allibe-
rant acids grassos i lisofosfolipid) sigui la responsable de 1'aparici6 dels PUFAs en
degradar fosfatidilcolina de membrana, ja que detecten també un augment en el

quocient Liso-PtdChol/PtdChol en aquests tumors.

Aquest diferencia entre altres sistemes cel-lulars i les cel-lules C6 en la detecci6
d’AGL podria ser deguda a processos metabolics diferents en aquests sistemes (de-
gradaci6 de fosfolipids per enzims diferents, sintesi d"acids grassos més activa) que

conduissin a un major contingut d’aquest compost en altres sistemes cel-lulars.

Finalment, pel que fa al compost d'Rf = 0,696, alguns autors n’havien detectat la

presencia en les TLCs d’extractes cel-lulars (Hirakawa et al., 1991; Iorio et al., 2003;
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Sathasivam et al., 2003), pero no havia estat caracteritzada i analitzada. El compost
analitzat seria del tipus 1-O-palmitil-2,3-dipalmitoil-rac-glicerol, emprat com a es-
tandard en els nostres experiments. Aquest compost tindria el seu origen en els
plasmalogens, un tipus d’éter fosfolipids que representa el 18% dels fosfolipids en
humans, tot i que el contingut en teixits concrets varia (Nagan & Zoeller, 2001). Sén
molt comuns en el sistema nerviés central huma (Slagel et al., 1967), on representen
tins a 2/3 dels fosfolipids d’etanolamina. Els plasmalogens tenen una estructura
del tipus alquilacil-grup polar o bé alquenilacil-grup polar ( figura 4.18). Si sobre
aquest compost hi actua 'enzim fosfolipasa C, s’allibera el grup polar i déna lloc
al compost alquilacil-glicerol o alquenilacil-glicerol. La resterificacié d'un acid gras
en posicié 3 del glicerol donaria lloc a un compost 1-alquil-2,3-acil-glicerol, com I'é-
ter de diacilglicerol emprat com estandard. Per tant, la presencia d’aquest compost
en els nostres extractes podria estar d’acord amb que els plasmalogens fossin un
component important en la membrana de les cel-lules C6, i la seva degradaci6 po-
dria tenir significat funcional a les cél-lules C6. Aquests compostos tenen un paper
important en la dinamica de les membranes cel-lulars. Permeten a les membranes
adoptar estrucutres diferents de la bicapa lipidica, i aixo sembla que podria tenir re-
llevancia en processos de fusié de membrana, com per exemple la secreci6. Per tant,
els plasmalogens podrien tenir un paper important en la formacié de les goticules

lipidiques en les cel-lules Cé.

4.3 Experiments d’'RMN monodimensional de 'H

4.3.1 Estandards

Es van obtenir espectres monodimensionals de "H-RMN de compostos estandard
que volien ser estudiats en els extractes lipidics. Es van assignar els senyals dels

espectres segons la bibliografia (Henke et al., 1996) i aquesta informaci6 es va emprar
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Figura 4.18: Estructura quimica dels plasmalogens comparada amb la dels fosfoli-
pids d’origen. En vermell es marca I’enllag éter i en blau el doble enllag extra. Figura
extreta de (Nagan & Zoeller, 2001).

per assignar els espectres dels extractes. A la figura 4.19 es mostren les estructures
quimiques dels compostos estudiats i la nomenclatura emprada. A la figura 4.20
es mostra un espectre de tripalmitin. La regi6 ampliada correspon als senyals dels

metils del grup glicerol.

4.3.2 Cel-lules Cé6 intactes

Es van realitzar experiments de 'H-RMN amb sediments de cel-lules C6 intactes (fi-
gura 4.21). Es van obtenir experiments de pulsiadquisicié i d’eco d’espin (7,= 136 ms)
de cél-lules de dia 4, de dia 7, de dia 7 incubades amb ACSF i de dia 7 tractades amb
staurosporina, per mesurar i calcular les variacions relatives dels senyals de lipids
mobils. En el patré espectral de les cel-lules C6 s’observen senyals a 0,93 ppm, cor-
responents al metil terminal de cadenes d’acid gras, i a 1,28 ppm, corresponents a
grups metilé de cadenes d’acid gras (Barba et al., 1999). S’observen també altres me-
tabolits, alguns dels quals es troben assignats en la taula 4.10. Els quocients entre
I'alcada del senyal de lipids mobils i el senyal de creatina van ser calculat per cada

cas, tant pels experiments de puls i adquisicié com pels d’eco d’espin (taula 4.11). Si
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Figura 4.19: Estructura quimica i nomenclatura emprada en els principals lipids
estudiats en aquesta tesi.



61 eIn31y e 9p S9[ € usu0dsariod suomeraalqe 97 OIS [P S[IIOW S[OP
ordar e] eperjduwre exjsows sg €[ (D U [w/SwW(T 9p OIdBIFUOU0D eun e unrwyedrr jsodwod [op NIAY-H, -dT op anpadsy 0z eIndLy

115

‘ Mm

,_ |
OF| i i

XTuL] Aoyl A-voyL

4.3. ESPECTRES 1D-'H-RMN




116 CAPITOL 4. RESULTATS I DISCUSSIO

Desplacament Assignaci6 Abreviacions
figura 4.21
0,90 metil terminal de Lipl
cadenes d’acid
gras
1,28 metilens de cade- Lip2
nes d’acid gras
3,03 creatina Crl
3,18-3,22 grups trimetilami- TMA
na
3,95 creatina Cr2

Taula 4.10: Assignacions dels senyals observats en experiments d’1D-"H-RMN d’eco
d’espin (7,.= 136 ms) de sediments de cel-lules C6

tenim en compte que la concentracié de creatina és constant al llarg de la corba de
creixement de les cel-lules C6 (Valverde et al., 2006), podem considerar els canvis en
els quocients lipids mobils/creatina (ML/Cre) com deguts a canvis en la intensitat

dels senyals de ML.

En els experiments d’eco d’spin el quocient entre el senyal de creatina a 3,03 ppm
i el de trimetilamina a 3,22 ppm ( TMA, que en les cel-lules C6 té com a principals
contribuents fosfocolina i glicerofosfocolina) no varia significativament entre les tres
situacions estudiades o amb la incubacié amb staurosporina. Per altra banda, el quo-
cient entre els senyals de ML i el de cretina a 3,03 ppm augmenta significativament
entre cel-lules de dia 4 i de dia 7. El quocient entre els ML a 1,28 ppm i el senyal dels
grups TMA a 3,22 ppm també augmenta entre aquestes dues situacions. Es detecten
canvis significatius entre cel-lules de dia 7 i de dia 7 incubades amb ACSF, amb un
augment de 9 cops en el quocient 1,28/ 3,03. De tota manera, el rang d’augment ma-
xim es troba entre cel-lules de dia 4 i cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF, amb un
augment de 29,7 vegades en el quocient 1,28/3,03 ppm. Aquests resultats indicarien

un increment aparent en el contingut de ML entre les tres situacions estudiades.

Els espectres de puls i adquisici6 presenten una reduccié dels augments relatius

dels ML respecte de les dades obtingudes pels experiments d’eco d’spin pel quocient
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Figura 4.21: Espectres de A- espin eco (I.= 136 ms) i B- puls i adquisici6é de 1D-
"H-RMN de cel-lules C6 en les diferents fases d’estudi. Es mostra una expansio6 de
la regi6 a 5,3 ppm insertada en la figura B. Assignacions: Crl, creatina a 3,03 ppm;
Cr2, creatina a 3,95 ppm; Lip1l, grup metil dels lipids mobils a 0,9 ppm; Lip2, grup
metile dels lipids mobils a 1,33 ppm; Lac, lactat; TMA: grups trimetilamina a 3,18-
3,22 ppm. Els espectres es van escalar a algada de Cr a 3,03 ppm constant. Veure
també la taula 4.10.
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1,28/3,03 (fins a 8,6 vegades d’augment entre cel-lules de dia 4 i cel-lules de dia 7
incubades amb ACSF). Aquesta disminuci6 pot ser causada, entre d’altres motius,
per perdues de ressonancies de 7> molt curts les quals no varien essencialment la
seva contribuci6 a l'espectre al llarg de la corba de creixement o per incubacié amb

ACSE, i que no s6n visibles a 136 ms de temps d’eco.

En els espectres de puls i adquisicid, el quocient entre el senyal a 1,28 ppm, cor-
responent als metilens dels acids grassos, i el senyal a 5,30 ppm, corresponent als
dobles enllacos ( -CH= CH-), augmenta de 6,2 (cel-lules de dia 4) a 7,7 (cél-lules de
dia 7) a 17,2 (cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF). Aquestes dades semblen sug-
gerir una possible disminucié en el grau d’'insaturacié dels acids grassos continguts
en els ML. De tota manera, el quocient 5,30/3,03 ppm no varia entre cél-lules de dia
4 ide dia 7, i presenta un augment no significatiu entre cel-lules de dia 4 i de dia 7
incubades amb ACSEF, suggerint per contra que no es produeix cap disminuci6 en el
grau d’insaturacio, o fins i tot un lleuger augment, respecte de la situacié a dia 4 de

cultiu.

El tractament amb staurosporina produeix un patré espectral intermedi entre les
cel-lules de dia 7 i les de dia 7 incubades amb ACSF, excepte pel quocient 3,03/3,22ppm
que disminueix en els experiments d’eco d’spin per sota dels valors obtinguts per les
cel-lules de dia 4. La intensitat dels senyals corresponents al metile d’acids grassos
poliinsaturats a 2,8 ppm (-CH = CH,-CH = CH-) és més baixa per cel-lules de dia 4 i
incubades amb ACSF, i augmenta en cel-lules de dia 7 i tractades amb staurosporina
encara que de manera no significativa. A més, acids grassos mono-i poliinsaturats
contribueixen al senyal a 5,3 ppm. El valor del quocient 5,3/3,03 és molt similar per
cél-lules de dia 4 i de dia 7. Es detecta un augment en aquest quocient de fins a 3
vegades en cel-lules de dia 7 incubades amb ACSF respecte de cel-lules de dia 4 i
dia 7, pero 'apoptosi no sembla fer augmentar el quocient 5,30/3,03 en les cel-lules

C6 tractades amb staurosporina, ja que el quocient sembla mantenir-se als nivells de
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experiments
d’eco d’espin

quocient entre cel-lules de cel-lules de cel-lules de cel-lules de dia

les al¢ades

dia 4 de cultiu dia 7 de cultiu dia 7 de cultiu 7 de cultiu trac-

(n=11) (n=9) incubades amb tades amb stau-
ACSF (n=3) rosporina (n=3)

0,90/3,03 0,03+ 0,02 0,30 £0,17¢ 4,55+ 1,92% 1,50+ 0,86%7
1,28/3,03 0,43+ 0,19 1,43 +1,0° 12,784 4,46 4,63+ 2,174/
1,28/3,22 0,18+ 0,12 0,81+ 0,39¢ 3,68+ 0,37 0,800, 327/
3,03/3,22 0,37+0, 17 0,69 £+ 0,35 0,32+ 0,16 0,18+0, 01
experiments
de puls i
adquisicié
quocient entre cel-lules cel-lules de dia cel-lules cel-lules de dia

les al¢ades

dia 4 de cultiu 7 de cultiu (n=9)

dia 7 de cultiu

7 de cultiu trac-

(n=11) incubades amb tades amb stau-
ACSF (n=3) rosporina (n=3)

1,28/0,90 0,98 + 0,43 1,64 +0, 84 3,93+0, 39 1,79+0, 26¥
0,90/3,03 0,95 +0, 36 1,22 40,44 2,83+0, 43t 1,46+0, 047
1,28/3,03 1,30 +0, 53 1,93 +1, 16 11,1742, 22% 2,73+£2,07%
1,28/3,22 0,96 £0, 30 1,62 0, 09* 79742, 45%¢ 1,7440, 764
5,30/3,03 0,21 +0,12 0,25 +0, 04 0,65+0, 03V 0,25 *

2,80/3,03 0,97 £0, 40 1,56 £0, 52 0,74+0, 20 2,67+2,95
3,03/3,22 0,75 £0, 21 0,87 £0, 24 0,71+0,13 0,73+0, 30

Taula 4.11: Quocients entre les alcades dels senyals d’interes calculades a partir dels

espectres de 1D- 'H-RMN Diferencies estadisticament significatives entre “dia 4 i
dia 7 ® cel-lules de dia 4 i cél-lules de dia 7 incubades amb ACSF¢ dia 7 i cel-lules de
dia 7 incubades amb ACSF ¢ cel-lules de dia 7-staurosporina i dia 4 © cel-lules de dia
7-staurosporina i dia 7 / cél-lules de dia 7 staurosporina i dia 7 -ACSF.* n=11i vV n=2
per aquests experiments, degut a que la pobra supressié de 'aigua no va permetre
calcular aquests quocients en altres experiments.

cel-lulesdedia4idia7 (n=1).

4.3.3 Extractes lipidics de cel-lules C6

Es van obtenir espectres d’1D- "H-RMN de puls i adquisicié de tots els extractes li-
pidics de cel-lules que es van realitzar, per intentar quantificar el contingut de TAG.
Com es pot veure a la figura 4.22, en la regi6 entre 3,51 4,5 es troben solapats molts
senyals, que corresponen als senyals dels protons del glicerol de triacilglicerols, di-

acilglicerols i fosfolipids (per assignacions veure taula 4.12; per nomenclatura veure
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tigura 4.19). Donat que aquests eren els senyals d’interes per I’analisi quantitativa, i
que no era possible separar-los per aquesta técnica en les nostres condicions experi-
mentals, es va optar per realitzar experiments d’'RMN bidimensional heteronuclear

(seccio 4.5).

4.3.4 Discussi6 dels resultats d’RMN monodimensional de 'H

Els resultats mostren un augment en el contingut relatiu de ML respecte de la crea-
tina en cel-lules C6 ATCC intactes entre dia 4 i dia 7 o dia 7 amb ACSE. El contingut
de creatina s’ha demostrat que no presenta variacions estadisticament significatives
en les cel-lules C6 entre les fases exponencial i postconfluent, mitjangant extractes
amb acid percloric (Valverde et al., 2006). Per tant, podem considerar que l'aug-
ment en el els quocients dels senyals de ML respecte de creatina correspondria a
un augment en els ML detectables. Aquest augment és estadisticament significatiu
i esta qualitativament d’acord amb resultats previs del grup obtinguts en cel-lules
C6 ECACC (Barba et al., 1999). La incubaci6 de les cel-lules C6 amb ACSF provoca
un efecte d’augment de la intensitat dels senyals de ML encara més acusat, d’a-
cord amb dades previes del grup per cel-lules C6 perfundides (Barba et al., 2001).
S’assoleix un augment maxim de 29,7 vegades en el cas del senyal del metile de la
cadena d’acid gras (1.28 ppm/3.03 ppm) quan es compara la intensitat d’aquest se-
nyal entre cél-lules de fase exponencial de dia 4 de cultiu amb les cel-lules de fase
post-confluent de dia 7 de cultiu incubades amb ACSE.

Els resultats referents al grau d’insaturacié semblen ser contradictoris. Mentre
augmenta el quocient 1,28/5,03, indicant disminuci6 del grau d’insaturacio, el quo-
cient 5,03/3,03 es manté constant. Ferretti i col-laboradors (Ferretti et al., 1999) van
descriure resultats similars per fibroblasts NIH 3T3 i 3T3ras. Cal tenir en compte
que els quocients d’intensitat aparents dels ML poden estar afectats no només pel

grau d’insaturaci6 de 1’acid gras, sino també per la mobilitat d’aquestes cadenes, de
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manera que els resultats es podrien explicar per una variacié en la mobilitat dels
acids grassos al llarg de la corba de creixement. Per tant, els augments detectats
en els quocient dels ML per cel-lules de dia 4, dia 7 i dia 7 incubades amb ACSF
semblen apuntar cap a un augment aparent del contingut de ML al llarg de les tres
situacions. Aquest augment que és de fins a 29,7 vegades no pot ser explicat per
els augments observats en la quantificacié de lipids neutres per TLC (augment
d’1,5 vegades com a maxim).

Els experiments d’1D- 'H-RMN d’extractes lipidics de cel-lules C6 no presenta-
ven la ressoluci6 suficient com per ser utilitzats per al quantificacié de TAG. Tot i
que altres autors han emprat la 1D- 'H-RMN per la quantificacié de TAG en extrac-
tes lipidics (Rosi et al., 1999), en el nostre sistema d’estudi el solapament dels se-
nyals provinents dels "H del glicerol tant de TAG i DAG com de PL, com es mostra
a la figura 4.22, va evidenciar el fet que aquest tipus d’experiment no ens perme-
tia la quantificaci6 de TAG. Possiblement el métode d’extraccié emprat per Rosi i
col-laboradors (Rosi et al., 1999), en queé es duia a terme primer una extraccié6 amb
acid percloric de les cel-lules i sobre el sediment cel-lular es realitzava una extraccié
amb cloroform:metanol per obtenir 1'extracte lipidic, permetria una millor separaci6
dels senyals en la regi6 entre 4i 5 ppm en els espectres de 1D- "H-RMN. També seria
possible que el compost de Rf = 0,696 estigués interferint en la regi6 dels glicerols
dels espectres del nostre sistema d’estudi, provocant una major dificultat en la res-
soluci6 del senyals. El meétode escollit per la quantificacié absoluta als extractes va

ser doncs la cromatografia en capa prima, com es descriu a la secci6 4.2.
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4.4 Experiments d’'RMN monodimensional de "C

4.4.1 Estandards

Es van obtenir espectres dels compostos estandard que es volien posteriorment
identificar en els extractes. A la figura 4.23 es mostra 1'espectre d"una dissolucié
de tripalmitin 10 mg/ml en CDCl;. La informaci6é obtinguda es va emprar per as-
signar els espectres dels extractes. Les assignacions es troben recollides a la taula
4.12. A la tigura 4.19 es mostren les estructures quimiques dels compostos estudiats

i la nomenclatura emprada.

Taula 4.12: Assignacions temptatives dels extractes li-
pidics de cellules C6 a partir dels espectres de 'H-
RMN i C-RMN dels estandards assignats ( seccions
43.114.4.1)1 (Henke et al., 1996). La columna Nume-
raci6 indica la numeraci6é emprada per assignar els es-
pectres que es mostren. Per nomenclatura, veure la fi-

gura 4.19

Assignaci6 “C(ppm) "Hppm Numeraci6

cadenes d’acid gras

FE, 14 0,89 1
F, 1 22,8 1,27 2
F, 5 32 1,27 3
Finia 29,8 1,27 4
Fn monoin- 130,3 5,35 5
saturats

la taula continua a la pagina segiient
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Taula 4.12: (continuaci6)

Assignacio 13C(ppm) '"H ppm Numeraci6
Faa 27,2 2,04 6

Fas 29,8 1,35 7

FA poliinsa- 129 5,35 8

turats

A-CH,y-A 26,4 2,82 9

Fy 34,2 2,3 10

Fj 25,6 1,6 11

F, 29,8 1,35 12

esquelet glicerol i cap polar dels fosfolipids

N(CHs); 54,35 3,21 13
PtCj 66,9 3,67 14
DAG, 61,7 3,64 15
Glyca 63,7 3,96 16
PtE, 62,4 4,06 17
TAG oy 62,2 4,15 18
DAG, 63,1 4,26 19
TAG,_, 62,2 4,31 20
DAG, 63,1 4,36 21
Glyc, 62,8 4,14+4,38 22
PtC, 59,12 4,25 23
DAGy 72,6 5,12 24
Glycs 70,4 5,21 25
TAGj 69 5,28 26

la taula continua a la pagina segiient
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Taula 4.12: (continuacio)

Assignaci6 13C(ppm) '"H ppm Numeraci6
Colesterol

C1 19,1 1,15+1,87 27
C2 31,6 1,81+1,48 28
C3 71,9 3,46 29
C4 42,5 2,3 30
G5 141,5 - 31
Cé6 122 5,34 32
c7 32,4 1,98 33
C8 32,5 1,49 34
c9 50,70 0,94 35
C10 36,6 - 36
C11 21,5 1,50 37
C12 39,6 1,18+2,03 38
C13 42,5 - 39
C14 57,4 1,02 40
C15 24,8 1,60+1,08 41
C16 28 1,27+1,85 42
C17 56,2 1,11 43
C18 11,8 0,70 44
C19 19,1 1,02 45
C20 36,3 1,39 46
C21 19,3 0,92 47
C22 36,1 1,18+1,35 48

la taula continua a la pagina segiient
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Taula 4.12: (continuaci6)

Assignacio 13C(ppm) '"H ppm Numeraci6
C23 244 1,35+1,15 49

C24 39,6 1,14 50

C25 28 1,55 51

C26 22,8 0,87 52

Cc27 23,2 0,88 53
Colesterol

EstCol2 28,3 1,61 54

EstCol3 74,7 4,56 55

EstCol4 38,8 2,32 56

4.4.2 Extractes lipidics de cel-lules Cé6

Es van obtenir espectres de BC-RMN d’extractes de cel-lules de dia 7 de cultiu (n=3),
i de cel-lules de dia 7 de cultiu tractades amb [1]-13C-g1ucosa durant 48 h (entre els
dies 5 i 7 de cultiu) (n=3). A la figura 4.24 es mostra un espectre d’abundancia
natural de cel-lules de dia 7 i un espectre de cél-lules de dia 7 de cultiu marcades

amb °C durant 48 h.

En els espectres d’1D-RMN de "°C d’extractes de cel-lules es van integrar les are-
es dels senyals d’interes amb el programa XWinNMR i es van calcular els quocients
respecte de la integral del senyal de colina. Els resultats es mostren a la taula 4.13
Com es pot comprovar en la figura 4.24, el senyal Glyc, dels fosfolipids presenta
un clar augment en la intensitat en els experiments de marcatge. Com es mostra a
la taula 4.13 la intensitat del senyal del carboni Glyc, augmenta unes 14 vegades

respecte del senyal en abundancia natural, considerant la fosfatidilcolina constant
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Figura 4.24: Fragments dels espectres d’/RMN monodimensional de °C d’extractes

de cel-lules de dia 7 de cultiu. A- cel-lules incubades 48 h amb [1]-13C-glucosa, B-
cel-lules no marcades. Les assignacions son segons la taula 4.12 13-senyal del grup
trimetilamina de la fosfatidilcolina a 54,3 ppm 16-senyal de fosfolipids Glyc, a 63,8
ppm, 18- senyal dels TAG,_ a 62,2 ppm.

El senyal dels TAG,_ i dels TAG,_, (genericament en aquesta seccié6 T'AG,_
presenta un augment només d’'1,8 vegades entre els experiments d’abundancia na-
tural i marcatge. El senyal que correspon als metils dels acids grassos F,, presenta
un augment en el quocient amb colina de 7,7 vegades entre abundancia natural i

marcatge.
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Senyal Intensitat en | intensitat en | augment relatiu
experiments experiments de | de la inten-
d’abundancia marcatge /colina | sitat (marcat-
natural/ colina | (n=3) ge/ abundancia
(n=3) natural)

TAG,—, 0,14+0,11 0,25+0, 18 1,8

Glyc, 0,78+0, 45 11,05+3, 3 14,2

F, 1,99+0, 39 15,4043, 67 7,7

Taula 4.13: Variacions en la intensitat dels senyals deguda a I’enriquiment amb "°C
en els espectres d’1D-"C-RMN d’extractes de cel-lules C6 de dia 7 de cultiu.

4.4.3 Discussi6 dels resultats d’RMN monodimensional de >C

Els resultats que es mostren a la taula 4.13 indicaven que el marcatge era més in-
tens en el glicerol dels PL, i suggerien que 1'esquelet glicerol dels PL sintetitzats de
novo en aquestes condicions de cultiu provenien principalment de glucosa marca-
da. La menor incorporacié de marcatge en TAG i AG féien pensar en la possibilitat

d’intervenci6 de precursors “freds” en la sintesi d’aquests compostos.

La comparaci6 dels espectres d’ 1D- RMN de °C dels extractes lipidics de cel-lules
de dia 7 de cultiu (n=3) amb els de cel-lules de dia 7 de cultiu tractades amb [1]-13C-
glucosa durant 48 h (entre els dies 517 de cultiu) (n=3) mostra una clara incorporaci6
del marcatge en PL, ja que el quocient carboni Glyc,/colina augmenta 14,2 vegades
respecte del quocient en abundancia natural, i és 44,2 vegades el quocient carbonis
TAG,—_~/colina en experiments de marcatge (veure la figura 4.19 per les assignaci-
ons dels senyals, i la taula 4.13). Tenint en compte que el marcatge es va fer incubant
les cel-lules 48 h amb "°C entre els dies 5 i 7 de la corba de creixement, aixd podria
interpretar-se com que durant aquesta fase de la corba encara hi ha un cert nombre
de cel-lules en duplicacié, és a dir sintetitzant PL, suficient com per explicar aquest
augment d’intensitat en el senyal dels PL. Concretament, si tenim en compte que el
nombre de cel-lules entre dia 5 i dia 7 es multiplica per 1,4 (veure figura 4.1),les da-

des indicarien que un 22% de les cel-lules de dia 5 de cultiu s’estarien encara dupli-
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cant. Aquestes cel-lules incorporarien °C provinent de la glucosa marcada als seus
PL. Tenint en compte que la glucosa esta enriquida en un 99,9% en B¢, si tots els
PL provinguessin d’aquesta glucosa, només un 50% quedaria marcat. Aquests PL
donarien lloc a un augment maxim en la intensitat del senyal Glyc, de 12 vegades.
Aquest valor, tot i ser una mica inferior a I'augment experimental trobat (augment
de 14,4 vegades) es troba en el mateix ordre de magnitud. Per tant, I'augment en la
intensitat del senyal del carboni Glyc, de PL podria ser explicat per la proliferacié

cel-lular.

El percentatge de cel-lules en proliferacié a dia 5 estaria d’acord amb les dades de
la taula 4.3, on es mostra una disminucié del nombre de cel-lules en fase S del cicle
cel-lular entre cel-lules de dia 4 (20,9 % + 1,2 %) i cel-lules de dia 7 (6,0%=+ 0,6 %).
Les cél-lules de dia 5 sén un punt intermig entre dia 4 i dia 7, per tant el nombre de

cel-lules en proliferacié és menor que a dia 4 pero major que a dia 7 de cultiu.

L’augment en el quocient F;, (carboni w dels acids grassos)/colina és només de
7,7 vegades respecte del quocient en experiments d’abundancia natural. Aquest
augment menys significatiu en la intensitat del senyal fa pensar en la possibilitat

d’una entrada de precursors “freds” als acids grassos de PL i lipids neutres.

Finalment, en el cas dels TAG,,—,, podem fer el mateix raonament que en el cas
dels PL. Tenint en compte que el contingut en TAG no varia per les cel-lules C6 al
llarg de la corba de creixement, per mantenir constant aquest contingut caldria que
se sintetitzezin TAG. Si les cel-lules en proliferaci6 incorporessin °C provinent de la
glucosa per sintetitzar TAG, 'augment maxim en la intensitat del senyal de TAG,,—,
també hauria de ser de 12 vegades, pero en aquest cas tenim un augment experi-
mental d'1,8 vegades, un ordre de magnitud inferior al maxim esperat. Aquesta
diferéncia fa pensar en I'entrada de precursors freds en la sintesi de TAG entre dia 5

i7 de cultiu.

Podem fer una aproximaci6 tenint en compte el volum de goticules en cada fase
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de creixement. Tot i que no s’ha mesurat el volum de goticules lipidiques en cel-lules
de dia 5, podem assumir que no variara substancialment del volum en cel-lules de
dia 4, segons la informaci6 de la figura 4.2. El volum promig de goticules passa de
0,39x 1072 pl en cel-lules de dia 4 a 3,43 x 1072 en cel-lules de dia 7. Considerant
els TAG el component principal de les goticules, si la diferencia de volum vingués
de sintesi directa de TAG a partir de 13C-glucosa, llavors 1,51x 10~? pl de goticula
(la meitat dels pl sintetitzats de 10v0) haurien incorporat '°C, i sabent que 0,004 x
107? pl estarien marcats en els TAG inicials (I'abundancia natural del BC és 1,1%),
I'augment esperat en la intensitat dels senyals de PC-RMN dels TAG,— seria 381
vegades. Com mostren les dades de >C-RMN, el senyal dels TAG,-, augmenta 1.8
vegades, dos odres de magnitud per sota del valor teoric calculat, refor¢ant la idea
que en la sintesi dels TAG intervenen precursors no marcats.

Els experiments de 1D-"C-RMN presenten el greu desavantatge de ser poc sen-
sibles (fins a 48 hores d’adquisici6 per espectre)i per tant no permetien detectar amb
molta sensibilitat els canvis en el marcatge dels diferents carbonis de les mostres,
especialment aquells que incorporen menys marcatge i que sén d’especial interes en
aquesta tesi, els senyals dels TAG. Per tant es va decidir cercar una altra tecnica més
sensible a aquests canvis, i es va optar per continuar els estudis amb experiments de

RMN bidimensional (veure secci6 4.5).

4.5 Experiments d’'RMN bidimensional

4.5.1 Estandards

Es van obtenir espectres 2D-RMN del tripalmitin, dipalmitin, PtdCho, PtdEtAmina
i colesterol, estandards dels compostos que es volien estudiar en els extractes. Els
experiments realitzats van ser tant de correlacié homonuclear "H-'"H com de correla-

iy 1y 13 : . R
ci6 heteronuclear "H - “C. Els espectres es van assignar amb la informacié obtinguda
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a partir dels espectres modonimensionals i bidimensionals dels estandards i dades
de la literatura (Henke et al., 1996). Les assignacions es troben recollides a la taula
4.12. La figura 4.25 mostra un espectre HMQC complet d"una barreja de PtdCol,
tripalmitin, colesterol i PtEtAmina en CDCl;. També es mostra la superposicié de
les regions glicerol dels espectres de tripalmitin i dipalmitin (figura 4.26). Com es
pot comprovar, els senyals d’aquests dos compostos son separables en les nostres
condicions experimentals. El senyal dels T'AG,_, queda separat dels senyals dels

DAG. Aquest sera el senyal emprat per les quantificacions posteriors.

4.5.2 Extractes de cél-lules C6 en condicions estandard de cultiu

Els extractes de cel-lules de dia 4 de cultiu (n=3) i de cel-lules de dia 7 de cultiu (n=3)
van ser estudiats per RMN de correlacié 'H-">C-HMQC. La figura 4.27 mostra un
espectre complet d"un extracte de ceél-lules de dia 4. Les assignacions dels espectres
dels extractes es troben recollides a la taula 4.12.

El volum dels pics de correlacié d’interes va ser integrat utilitzant el programa
XWinNMR. Concretament, es van integrar els pics de correlacié de I’esquelet hidro-
carbonat del glicerol dels TAG, del glicerol dels DAG i del glicerol dels PL. Es va
escollir integrar el carboni « del glicerol, ja que prové del carboni en posicié 1 de la
glucosa, i aquesta és la posici6 enriquida en PCenla glucosa emprada en els nostres
experiments de marcatge (veure figura 4.28). Es va integrar també el pic de correla-
ci6 del grup colina en fosfatidilcolina. Aquest grup va ser emprat com a estandard
intern. El grup colina no és susceptible de ser marcat, ja que el seu origen en les
cel-lules C6 és extracel-lular i no hi ha sintesi de novo (Gillies et al., 1994)Els resultats
es mostren a la taula 4.14.

En primer lloc, compararem les dades dels espectres d’extractes d’abundancia
natural. Si comparem els quocients dels volums dels pics de correlacié de TAG,/_/

i colina entre extractes de cel-lules de dia 4 i de dia 7, observem que no hi ha dife-
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Figura 4.25: Espectre HMQC d’una barreja d’estandards: tripalmitin, fosfatidilco-
lina, fosfatidiletanolamina i colesterol. Per abreviacions, veure la figura 4.19. A-
ampliacié de la regi6é 0-3 ppm en 1H i 0-60ppm en 13C; B- amplicaci6 de la regio
3-8ppm en 1H i 50-140ppm en °C.
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tripalmitin; en negre, espectre del dipalmitin
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Figura 4.28: Ruta de conversi6 de glucosa a DAG, TAG i PL segons Mathews (Mathews et al., 2000).
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réncies estadisticament significatives (3,71 £0,27 vs. 3,76 £0,33, veure taula 4.14). Si
considerem que la quantitat de fosfatidilcolina no varia al llarg de la corba de creixe-
ment de les cél-lules C6, aquest resultat indica que no hi ha canvi en el volum del pic
de correlaci6 pels TAG, i per tant podem assumir que no hi ha canvi en el contingut
de TAG. Aquest resultat es troba d’acord amb les dades de TLC de la quantificaci6

dels extractes de cel-lules C6 (veure secci6 4.7).

En el cas dels PL, prenent el pic de correlacié Glyc, com a pic de referéncia per
aquest compostos, el quocient dels volums dels pics de correlacié Glyc,/ colina,
no presenta variacions estadisticament significatives en comparar els extractes de
cel-lules de dia 4 amb els de cel-lules de dia 7 (5,08 x 1072 £ 7,68 x 1073 vs. 5,52 x
10724 8,80 x 10732).

Quan comparem el quocient dels volums de correlacié de DAG,, / colina entre
extractes de cel-lules de dia 4 i de dia 7, s’observa un lleuger augment que, tot i ser
estadisticament significatiu, es trobar en el llindar de la significacié (p= 0,05). Cal
destacar que el volum del pic de correlaci6é del DAG,, es troba molt proper al nivell
del soroll en el cas d’extractes de cél-lules de dia 4, com es pot deduir de 1'alt valor

de la desviaci6 estandard pel quocient en aquest cas.

Es van integrar també els senyals corresponents als carbonis F,,, I, i F/x monoin-
saturats dels acids grassos. En aquest cas, s’observa que en els primers dos senyals
hi ha una disminuci6 significativa del valor del quocient dels volums dels pics de
correlacié entre les cél-lules de dia 4 i les cél-lules de dia 7, mentre que els monoin-
saturats no presenten variacions. Cal tenir en compte que, donat que no es detecten
acids grassos lliures per TLC, aquests senyals correspondran a acids grassos esterifi-
cats. Per altra banda, la disminuci6 en els quocients dels F;, i F;, indicaria una certa
disminuci6 relativa en el contingut d’aquests compostos entre les dues situacions

cel-lulars ( 0,63 vegades per F, i 0,47 vegades per F,).

Finalment, es va escollir integrar el senyal del C26 del colesterol, i es va compro-
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var que hi ha una disminuci6 significativa en el valor del quocient per aquest senyal
entre dia 4 i dia 7 de cultiu, indicant que hi hauria una disminucié del contingut
d’aquest compost entre les dues situacions estudiades. En aquesta cas, és possible

que estiguem observant tant colesterol com colesterol estrificat.

4.5.3 Extractes de cel-lules C6 incubades amb [1]-13C-glucosa

Es van estudiar per RMN de correlacié "H-"C-HMQC els extractes de cel-lules de
dia 4 incubades durant 24 h (entre dia 3 i 4 de cultiu ) amb [1]-13C-glucosa (n=3)
i de cel-lules de dia 7 de cultiu incubades 48 h (entre dia 5 i 7 de cultiu) amb [1]-
PC-glucosa (n=3). Les figures 4.29 i 4.30 mostren espectres complets d’ extractes de
cel-lules de dia 4 i de dia 7 respectivament tractades amb [1]-13C-glucosa.

Pels espectres 2D-HMQC es van calcular els quocients dels volums dels pics de
correlaci6 respecte del volum del pic de colina, com es descriu a la secci6 4.5.2. Els
resultats es mostren a la taula 4.14.

Si comparem els quocient de pics de correlacié T'AG,,/_./ /colina aquest valor és
2,66 vegades més gran en els extractes de cel-lules de dia 7 de cultiu que en els ex-
tractes de cel-lules de dia 4 de cultiu. Si comparem el quocient de pics de correlacié
Glyc, /colina, en extractes de marcatge de cél-lules de dia 7 el seu valor és la meitat
que en extractes de cel-lules de dia 4. Si comparem el quocient de pics de corre-
laci6 DAG, /colina augmenta 1,88 vegades entre cel-lules de dia 4 de cultiu i de
dia 7 de cultiu. Totes les variacions dels valors dels quocients a dia 4 i dia 7 sén
estadisticament significatives.

Pel que fa als acids grassos, els valors dels quocients F,,/colina i F, /colina aug-
menten significativament entre cel-lules de dia 4 i de dia 7, i el quocient £ monoin-
saturats/colina no presenta variacions entre les dues situacions. Finalment, en el
cas del colesterol, el quocient C26/colina augmenta de manera significativa de dia

4adia?.
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extractes de cel-lules de dia 7
senyal quocient pels | quocient pels es- | quocient marcat-
espectres d’abun- | pectres de marcat- | ge/abundancia
dancia natural | ge entre dia 5i dia | natural (R2/R1)
(n=3) (R1) 7 (48h) (R2) (n=3)
Glyc, *© 5,08 x 1072 £7,68 | 1,330 0, 151 26
x 1073
TAGy ¢ 3,76 x 1072 £3,28 | 0,423 £0,178 11,3
x 1073
DAG, ** 5,03 x 1073 £2,08 | 0,384 +0, 249 76,3
x 1073
F,* 2,049 +0, 266 14,435 +10, 137 7,0
F,*$ 0,238 +0, 036 3,745 +0, 923 15,7
C26° 0,049 £0, 018 1,029 +0, 503 20,8
Fa 0,061 £0, 026 0,593 £0, 256 9,7
monoinsaturats *
extractes de cel-lules de dia 4
senyal abundancia natu- | marcatge entre dia | quocient marcat-
ral (n=3) 3idia 4 (24h) (n=3) | ge/abundancia
natural
Glyc, *© 5,52 x 1072 £8,80 | 2,79 +0,275 50,5
x 1073
TAGy ¢ 3,71 x 1072 £2,68 | 0,159 +0,072 4,3
x 1073
DAG,, *3% 2,65 x 1072 £2,40 | 0,204 £0, 090 7,7
x 1072
F,*& 3,253 £0, 899 10,569 £3, 758 33
F, 0,505 +0, 267 2,891 £0, 929 57
C26° 0,203 £0, 112 0,672 £0, 543 33
Fa 0,056 £0, 018 0,312 £0, 162 5,6

monoinsaturats ®

Taula 4.14: Valors promig del quocient de la integral dels senyals d’interés respecte
del senyals de colina en els espectres HMQC d’extractes.” indica diferencies signifi-

catives entre abundancia natural i marcatge

$

indica diferencies significatives entre

dia 4 i dia 7 per les dades d’abundancia natural ¢ indica diferencies significatives
entre dia 4 i dia 7 per les dades de marcatge.
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4.5.4 Discussi6 dels resultats dels experiments d’'RMN bidimensi-

onal

En primer lloc, com es pot comprovar en les dades (taules 4.13 i 4.14), cal fer notar
que les variacions d’intensitat en els senyals de Glyc, i TAG,_, no sén les ma-
teixes en els experiments 1D-RMN que en els 2D-RMN. Com s’explica en 1'apartat
4.4.3, els experiments 1D-RMN de °C no son suficientment sensibles per detectar
inequivocament les variacions en el marcatge dels diferents carbonis en les nostres
mostres. Per altra banda, com s’explica a la secci6 3.8.3.2 els experiments de corre-
laci6 HMQC no sén directament quantificables. Per aquest motius els valors de les
variacions dels quocients d’intensitat no sén comparables entre els experiments 1D
iels 2D, tot i que les conclusions qualitatives que s’extrauen de cada tipus d’experi-
ment si son comparables entre si. De tota manera, per ressonancies amb bona SNR
i ben resoltes, fins i tot en condicions d’abundancia natural, com els F,, I'augment
relatiu d’intensitat ( 7,7 vegades per 1D-RMN i 7 vegades per 2D-RMN) és forca

semblant pels dos meétodes.

Els experiments d’1D-RMN de "H van mostrar la dificultat de diferenciar els se-
nyals provinents de TAG i PL en la regio6 del glicerol. Els experiments d’1D-RMN de
C es podia veure perd que I'acumulacié de marcatge semblava produir-se de ma-
nera més significativa en el carboni Glyc, dels PL que en TAG. Per tant era impres-
cindible poder usar una técnica en que els senyals del glicerol, que sén els senyals
d’interés, poguessin ser ressolts i quantificats.

Podem comparar, per un mateix dia de cultiu de les cel-lules, els valors dels
quocients dels experiments d’abundancia natural i els de marcatge. La figura 4.31
mostra la comparaci6 entre els espectres d’abundancia natural i marcatge.

En el cas dels experiments HMQC de correlacié 'H-"C d’extractes de cel-lules

de dia 4 de cultiu, s'observa (taula 4.14) que 'augment en la intensitat del senyal
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Figura 4.31: Comparaci6 entre els espectres HMQC dels extractes de cel-lules abun-
dancia natural i dels extractes de cel-lules marcades amb . A- extractes de cel-lules
de dia 4 , B- extractes de cel-lules de dia 7. En vermell, espectres d’abundancia na-
tural; en negre, espectres d’extractes marcats. Per assignacions veure la taula 4.12.
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(mesurada com el volum del pic de correlacié) de Glyc, en marcatge respecte d’a-
bundancia natural és de 50,5 vegades, 'augment en el senyal de T'AG,/_., entre les
dues situacions és només de 4,3 vegades, i 'augment en el senyal de DAG,, és de
7,7 vegades. En aquest cas, el marcatge es va aconseguir incubant les cel-lules 24 h,
entre dia 3 i dia 4 de cultiu (fase exponencial) amb [1]-"°C-glucosa. Durant aquest
temps, el nombre de cel-lules s’ha duplicat (s’ha produit un cicle cel-lular complet),
i totes les estructures cel-lulars s’han hagut de duplicar. Per tant, I'augment maxim
d’intensitat esperat seria de 25,5%, ja que només la meitat dels glicerols a PL, TAG
i DAG sintetitzats de novo estarien marcats, suposant que en les cél-lules inicials un
1.1% de les cel-lules contenia compostos marcats, degut a I’abundancia natural del
C. Aquesta duplicaci6 cel-lular semblaria poder explicar 'augment en el marcat-
ge dels compostos estudiats, ja que la majoria del glicerol dels compostos estudiats
sintetitzats de nou provindra de la [1]-°C-glucosa del medi. La diferéncia entre el
maxim teoric d’augment del senyal (= 25,5%) i el mesurat pels PL ( 50,5%) caldria
explicar-lo, entre altres possibles raons, per un recanvi intrinsec dels fosfolipids de
membrana a part de la seva sintesi neta. Aquest recanvi ha estat demostrat en el cad
de la fosfatidilcolina per Jackowski i col-laboradors (Jackowski, 1994; Jackowski,
1996; Jackowski et al., 2000; Jackowski & Fagone, 2005) (veure secci6 1.3.2 i figura
1.16). De tota manera, els nostres resultats contradiuen la distribuci6 de marcatge
que seria esperable per una ruta de sintesi lineal a un tinic compartiment subcel-lular
de PL i TAG a partir de glucosa. Els PL, que sén productes en aquesta ruta, presen-
ten una incorporacié de marcatge més gran que els DAG, que sén precursors. La
figura 4.32 mostra la distribucié de marcatge esperada i obtinguda ( verure també la

tigura 4.28).

Pel que fa als experiments HMQC de correlaci6 "H-">C d’extractes de cel-lules de
dia 7 de cultiu, s’observa que 'augment del quocient entre els experiments d’abun-

dancia natural i marcatge pel senyal Glyc, és de 26 vegades, I'augment pel senyal
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Figura 4.32: Distribucié de marcatge en els experiments realitzats. Els cercles in-
diquen el pool del compost, i la zona vermella, el percentatge de compost marcat.
A: distribuci6 del marcatge esperada per una ruta de sintesi lineal. Incialment la
glucosa es troba marcada en un 99%, i per tant un maxim del 50% dels DAG es tro-
baria marcat, i esperariem valors inferiors del percentatge de compost marcat pels
productes finals de la via després de la bifurcacié en els DAG. B: distribuci6 del
marcatge obitinguda en cél-lules de dia 4. S’observa que només un 7,7% de DAG es
troba marcat, un 4,4% dels TAG es troba marcat i un 50% dels PL s’ha marcat.
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de TAG . _ és d'11 vegades, i I'augment en el senyal de DAG,, és de 76,5 vegades.
Es possible que aquest darrer valor, que supera el maxim teoric del 50% pel marcat-
ge dels DAG amb [1]-13C-glucosa estigui sobreestimat pel valor valor tan a prop del
soroll de fons del senyal dels DAG,, en cellules de dia 7 en abséncia de marcatge.
Com es pot observar, I'augment d’intensitat és més gran en extractes de cel-lules de
dia 7 de cultiu tant per TAG, _, (2 vegades més gran I'augment d’intensitat) com
per DAG, (10 vegades més que en el cas de cel-lules de dia 4). En canvi, 'augment
en el senyal de Glyc, és practicament la meitat en el cas de cél-lules de dia 7 respecte
d’extractes de cel-lules de dia 4 (1,9 vegades més petit el quocient a dia 7) (veure
taula 4.14).En aquest cas, les cel-lules de dia 7 han passat 48 h incubades en medi
amb [1]-"°C-glucosa, i el nombre de cel-lules s’ha multiplicat per 1,22 (s’han produit
0,4 cicles cel-lulars). La duplicacié del material cel-lular només no pot, en aquest
cas, explicar 'augment de marcatge, ja que tant TAG, ., com DAG,, presenten un
marcatge més alt en 0,4 cicles que en 1 cicle complet, és a dir, el marcatge es més
intens a dia 7 que a dia 4. Caldria pensar com en les cel-lules de dia 4 en 1'origen del

marcatge dels PL en el recanvi en absencia de duplicacié neta.

Tal i com ho féien els experiments d'1D BC-RMN (veure secci6 4.4.3), els resul-
tats semblen suggerir que la sintesi dels TAG no es déna directament a partir de
la [1]-°C-glucosa. En aquest cas (dia 7), perd,la distribucié de marcatge entre els
tres compostos si podria ser explicada per una ruta de sintesi lineal, com es mostra

a la figura 4.33

Es interessant destacar la presencia dels senyals A, B, Ci D en els espectres d’ex-
tractes de cel-lules de dia 7 de cultiu tractades amb [1]-°C-glucosa. El senyal D
apareix també en els espectes d’extractes de cel-lules de dia 7 de cultiu d’abundan-
cia natural ( veure figures 4.30 i 4.31). Aquests senyals podrien correspondre a éters
de DAG i plasmalogens ((Petresch et al., 1996, Henke et al., 1996; Ferretti et al., 1999).

Aix0 podria indicar que aquest compostos sén més abundants en cel-lules C6 de dia
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Figura 4.33: Distribuci6é del marcatge obtinguda per cel-lules de dia 7. Els cercles
indiquen el pool del compost, i la zona vermella, el percentatge de compost marcat.
En aquest cas s’observa un marcatge en DAG del 76,3%, mentre que per TAG és de
1'11,3% i pels PL del 26%.

7 de cultiu, i que la seva sintesi es veu accelerada en aquestes condicions.

A la figura 4.28 es mostra la ruta de sintesi de TAG i PL a partir de glucosa.
Com es pot comprovar, els DAG es troben a la cruilla de la sintesi dels dos tipus
de lipids, i per tant en sén precursors. La distribucié del marcatge obtinguda en els
nostres resultats fa pensar, pero, que segons la situaci6 cel-lular els precursors de la
via metabolica poden variar. En el nostre cas, en les cél-lules de dia 4 el marcatge
s’acumula preferfentment en PL, mentre que a dia 7 el marcatge s’acumula prefe-
rentment en DAG. Aix0 podria fer pensar en qué diferents rutes metaboliques es
troben activades. A la figura 4.34 es mostra esquematicament aquesta idea. En les
cél-lules de dia 4 aparentment la glucosa s’empraria principalment en la sintesi de
PL, els quals, actuant com a precursors, donarien lloc als DAG i TAG, que presen-
tarien un marcatge inferior. Per altra banda, en cel-lules en aturada de proliferaci6
(dia 7), la glucosa aparentment s’empraria per la sintesi de DAG, els quals donarien
lloc principalment a PL i minoritariament a TAG, els quals podrien provenir també
de la degradaci6 de PL. De tot manera, la ruta bioquimica principal, indicada a la
figura 4.28 correspon a la situacié descrita per cel-lules en aturada de proliferacié a
la figura 4.34. Caldra doncs cercar una explicaci6 a la desviacié aparent de les rutes
de sintesi de PL, DAG i TAG normals en les cel-lules de dia 4 de cultiu. Aquesta

qliesti6 s’adregara a la secci6 5.
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Figura 4.34: Ruta de conversi6 de glucosa a DAG, TAG i PL segons la distribuci6 del
marcatge en els productes. A-ruta en cel-lules en proliferacio activa (dia 4 de cultiu);
B-ceél-lules en aturada de la proliferaci6 (dia 7 de cultiu)

Finalment, si comparem els experiments d’abundancia natural i marcatge per
F,, F, i C26, la incorporacié6 de marcatge és més gran en cel-lules de dia 7 que
en cel-lules de dia 4. Aquests compostos provenen de 'acetil-CoA, que prové de
la glucosa perd també d’acids grassos i aminoacids cetogenics exogens. Aquests
resultats semblarien indicar que amb l’aturada de la proliferacié a cel-lules C6 de
dia 7, la contribucié del pool exogen d’origen de 1'acetilCoA per la sintesi d’acids
grassos i colesterol disminueix i passa a tenir major importancia la contribucié de
glucosa o altres fonts endogenes marcades. Aquests processso no semblarien estar

afectant la sintesi dels F5 monoinsaturats.
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5.1 Contingut de ML quantificat per espectrosopia d’'RMN
i epifluorescencia basada en Nile Red de cél-lules C6

intactes

Els resultats que es presenten a la figura 4.21 i la taula 4.11 demostren un augment
en el contingut relatiu de ML respecte de creatina en cel-lules intactes C6 ATCC amb
I'aturada de la proliferacid, d’acord amb resultats anteriors obtinguts amb cel-lules
C6 ECACC (Barba et al., 1999). El contingut de creatina s’ha demostrat que és cons-
tant per les cél-lules C6 al llarg de la corba de creixement (Valverde et al., 2006), per
tant I’augment de la intensitat dels senyals de ML ha de correspondre a un augment
en els ML detectables. L'efecte en el patré6 de ML provocat per la incubacié de les
cel-lules C6 amb ACSF és fins i tot més gran que 1’efecte provocat per I'aturada de
proliferacié en cel-lules cultivades en medi DMEM, d’acord amb les dades de per-
fusi6 anteriors per cel-lules C6 (Barba et al., 2001), assolint-se un augment maxim de
29,7 vegades en la intensitat de la ressonancia dels metilens de les cadenes d’acid

gras quan es comparen cel-lules de dia 4 de cultiu amb cel-lules de dia 7 tractades
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amb ACSEF. Segons aix0, esperariem detectar augments comparables en la quantifi-

cacio de lipids neutres per epifluorescencia i TLC .

Els resultats de la taula 4.2 i les figures 4.2 i 4.3 demostren un augment significa-
tiu en el volum total de lipids neutres continguts en goticules lipidiques citosoliques
per tincié amb Nile Red. Aixi, el volum total de goticules calculat per una cel-lula
promig es multiplica per un factor de 8,8 entre cel-lules de dia 4 i de dia 7, mentre
que augmenta en un factor de 27,3 si es comparen cel-lules de dia 4 i dia 7 tracta-
des amb ACSF. Aquest augment seria paral-lel a 'augment en el contingut de ML
mesurat a partir de les dades d’RMN, suggerint que les goticules detectades per
epifluorescencia expliquen el patré espectral de ML enregistrat per les cel-lules in-
tactes. Aix0 esta d’acord amb treballs previs sobre les cel-lules C6 en les quals les
mesures per RMN de difusi6é no invasiva van permetre 1’assignacié del senyal dels
ML a un compartiment subcel-lular amb un diametre real d’ 1,9 m, compatibles
amb el diametre de les goticules lipidiques citosoliques detectades en les mateixes
mostres per microscopia Optica de les cél-lules tenyides amb Nile Red (Pérez et al.,
2002). En resum, les mesures d’'RMN i epifluorescencia en les nostres condicions
experimentals semblarien monitorar el mateix pool de lipids neutres en les cel-lules

Ce.

5.2 Contingut de lipids neutres mesurat en extractes li-
pidics de cél-lules Cé6 per cromatografia en capa pri-

ma.

Per altra part, les dades recollides a la taula 4.7 semblen indicar que no hi ha aug-
ment en el contingut de cadascun dels lipids neutres estudiats entre les tres situaci-

ons estudiades. Aixo explicaria les dades referenciades a volum cel-lular, ja que si el
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contingut no varia, es “diluira” més en les cel-lules de dia 7 de cultiu, que tenen un
volum cel-lular més gran (5,66+3,52 pl) que les de dia 4 o de dia 7 de cultiu tractades

amb ACSF (1,95+1,41 pli 2,22+1,31 pl, respectivament).

Si ens fixem en la quantificacié d’acids grassos esterificats en lipids neutres to-
tals, obtinguda a partir de la suma del contingut en acids grassos de cada lipid
neutre (taula 4.7 D), observem que no hi ha variacions entre les tres situacions es-
tudiades. Les variacions estadisticament significatives que s’observen en les dades
de pmols/pl cel-lula i de pmols/pl citosol es poden explicar per les variacions de
volum cel-lular i citoplasmatic, ja que com s’ha comentat el volum de les cél-lules de
dia 7 és més gran que el de les cel-lules de dia 4 i de de dia 7 tractades amb ACSFE.
Aixo reforca la idea que el contingut de lipids neutres és essencialment el mateix en

les tres situacions cel-lulars estudiades.

5.3 Comparacié de les dades de quantificacié per capa
prima de lipids neutres amb les dades d’'RMN i mi-
croscopia optica

El nostre interés arribat aquest punt és comparar el contingut de lipids neutres en
extractes lipidics de cel-lules C6 amb els resultats obtinguts per microscopia optica
i per RMN, per determinar si I’augment en el nombre de goticules lipidiques cito-
soliques observat per MO i 'augment en el senyal de lipids mobils observat per
RMN correlacionen amb els resultats obtinguts per TLC. Els resultats obtinguts per
la quantificaci6é de lipids neutres per TLC es troben recollits a la taula 4.7. Inici-
alment, si la poblaci6 de lipids estudiada per les diferents tecniques fos la matei-
xa, s’esperaria obtenir en aquesta quantificacié uns resultats que es correlacionessin

amb els obtinguts per les altres técniques.
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Per poder dur a terme aquesta comparacid, cal ser molt curosos a 1'hora de triar
la manera de referenciar els valors del contingut de lipids neutres, ja que en cada
cas pot ser necessaria una referencia diferent. Es necessari comparar dades que ens

proporcionin el mateix tipus d’informacio.

Per realitzar la comparaci6é entre les mesures d’epifluorescencia, recollides a la
taula 4.2, i les dades de capa prima recollides a la taula 4.7, cal emprar les dades de
quantificacié per TLC referenciades a 10® cel-lules. Per MO observem les goticules
contingudes en cada cel-lula que sén visibles per epifluoresceéncia, i per tant la re-
ferencia a usar és la cel-lula, és a dir, el nombre de ceél-lules. El contingut de TAG,
DAG, EstCol o acids grassos totals en lipids neutres no canvia significativament, ex-
cepte en el cas dels DAG, el contingut dels quals disminueix entre cel-lules de dia
4 i de dia 7 de cultiu. Aixi doncs, podem concloure que el contingut de lipids neu-
tres mesurat per TLC no canvia al llarg de la corba de creixement o amb tractament
amb ACSF, i per tant que els canvis detectats per epifluorescencia en cél-lules C6 en
cultiu han de ser deguts a canvis en la visibilitat dels lipids neutres, i per tant de les
goticules lipidiques, des del punt de vista de la microscopia optica. Aquest canvi de
visibilitat podria ser degut a que una part dels lipids neutres continguts en les goti-
cules no es tenyissin amb el colorant Nile Red, provocant una deteccié de goticules

que seria inferior al contingut real de lipids neutres.

Respecte d’aquesta possibilitat, Al-Saffar i col-laboradors van demostrar en cel-lules
Jurkat que existeix una correlacié entre I’augment del nombre de goticules citosoli-
ques mesurat per microscopia confocal i la intensitat de la fluorescencia deguda al
Nile Red mesurada per citometria de flux (Al-Saffar et al., 2002). Aixo ens permet
descartar la possibilitat que alguns lipids continguts en les goticules del nostre sis-
tema no es tenyeixin. També cal tenir en compte la possibilitat que tot i que els
lipids siguin tenyits, les goticules no siguin detectables en els nostres experiments

de microscopia Optica, probablement degut a que la mida de l'estructura tenyida és
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inferior al limit de resolucié del microscopi (0,111xm en el nostre cas, veure seccid

33.2).

Si volem comparar les dades de quantificacié de ML per RMN amb les dades de
quantificacié per TLC, hem de tenir en compte que la mostra estudiada per RMN és
un sediment cel-lular. Per tant, la comparacio la realitzarem amb les dades referenci-
ades a grams de cel-lules, obtingudes també a partir d'un sediment de cel-lules com
les dades d’RMN ex vivo. Les dades de la taula 4.7 mostren que el contingut de TAG,
DAG i EstCol varien lleugerament depenent del punt de la corba de creixement i del
tractament fet. Els canvis més extrems que s’observen sén un augment significatiu
d’un factor de 2 en el contingut de TAG entre ceél-lules de dia 4 i de dia 7 de cultiu i
una disminucié d'un factor de 0,75 en el contingut de DAG també entre cel-lules de
dia 4 ide dia 7 de cultiu. De tota manera, el contingut en acids grassos totals no can-
via significativament. Per tant, podem concloure que el contingut global de lipids
neutres en les cel-lules C6 mesurat per TLC i referenciat al pes de cel-lules canvia al
llarg de la corba de creixement o degut a tractament amb ACSF, pero aquests can-
vis es produeixen en un rang molt estret (canvis entre 0,75 i 2 vegades) de manera
que no reprodueixen els canvis observats en el patr6 espectral de ML de les cel-lules
C6 en les diferents situacions estudiades, en que la intensitat del senyal dels MLs

augmenta fins a 29,7 vegades.

Com es pot comprovar, doncs, els canvis detectats per microscopia optica i per
RMN en els ML en cel-lules C6 en cultiu sén més grans (es troben en el rang de 3 a
29,7 vegades d’augment) que els canvis en el contingut de lipids neutres quantificat
per TLC ( que es troben en el rang de 0,75-2 vegades d’increment). Per tant, els
canvis detectats per RMN i MO han de ser deguts a canvis en la visibilitat dels
lipids neutres des del punt de vista de la RMN i la microscopia, i no només a canvis

de tipus quantitatiu, deguts a sintesi neta de lipids neutres.

Un parametre biofisic que cal tenir en compte per entendre 1’aparent invisibilitat
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d’una substancia per RMN és que el valor de 75 d’una substancia disminueix amb
el seu pes molecular aparent, és a dir, quan el temps de correlaci6 o el temps de gir
sobre el seu eix augmenta (figura 1.6). Un valor de 75 curt per la ressonancia investi-
gada en aquest compost podria explicar la disminuci6 de la visibilitat d’un compost
per espectroscopia de RMN (Gadian, 1995; Friebolin, 2005). El valor de 75 per mo-
lecules d’alt pes molecular, com proteines o solids en pols, poden ser suficientment

curts com perque resultin invisibles en RMN d’alta ressoluci6 tipica.

Les dades sobre lipoproteines de mida comparable a les goticules (LDL o HDL)
(Williams et al., 1985; Parks & Hauser, 1996) demostren clarament que aquestes par-
ticules produixen un patré d’RMN d’alta resolucié amb ressonancies en els despla-
caments quimics previstos pels ML (Pérez et al., 2000; Pérez, 2000; Pérez et al., 2002).
Llavors, si els lipids neutres que contenen les particules petites presenten un pa-
tré visible de ML, la pregunta és perque les particules similars contingudes en les

cel-lules C6 haurien de ser invisibles.

Diverses causes poden restringir el gir de molecules individuals o de particu-
les, explicant la seva aparent invisibilitat per RMN d’alta ressoluci6. Treballs amb
liposomes (Finer et al., 1972a; Finer et al., 1972b; Michaelis & Schlieper, 1982) van de-
mostrar que en els patrons espectrals de liposomes unilamel-lars petits (diametre de
23 nm) es detectaven ressonancies estretes dels fosfolipids (amplada de banda d’al-
guns hertzs) semblants als senyals dels ML, mentre que liposomes multilamel-lars
grans (0.2 ym - 4 pm de diametre) presentaven ressonancies molt amples (amplada
de banda de l'ordre dels kilohertz). L'efecte de 1’estretament de I'amplada de ban-
da va ser atribuit a que es promitjaven els efectes d’eixamplament per acoblament
dipolar degut al gir. Per tant, en cas que la mobilitat en les cadenes d’acids grassos
dels lipids neutres dintre d’una particula (una goticula, un domini de membrana)
fos comparable a la de les cadenes d’acid gras de fosfolipids en liposomes, la con-

tribuci6 del gir de la particula a 'amplada de banda de les ressonancies obtingudes
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pels ML seria rellevant per als proposits del nostre sistema estudiat. Si la possibili-
tat de gir fos inhibida, la contribuci6 de I'efecte d’estretament de banda també seria
eliminada i solament es podria considerar I'efecte de gir o reorientacié de la mole-
cula individual. Si el gir d’aquesta molécula individual també fos restringit aquest
fet donaria lloc a I'eixamplament de les ressonancies del ML en els espectres RMN

registrats, potser més enlla del limit de deteccié.

Aixi mateix, el patr6 espectral descrit a la literatura per les vesicules petites que
contenien només fosfolipids i no TAG és comparable al patr6 espectral dels ML
en els espectres de les cel-lules C6 de dia 7 tractades amb ACSF, les quals conte-
nen un alt nombre de goticules grans plenes de TAG. Les mesures de 75 dels grups
metils i metilens d’acids grassos de ML en cél-lules C6 i goticules lipidiques artifi-
cials o liposomes han estat descrits (Pérez et al., 2000; Pérez, 2000). Les goticules
lipidiques artificials petites, liposomes unilamel-lars farcits de TAG, produixen una
ressonancia estreta d’alta resoluci6 tipica del patré del ML. Aquest valors de 75 me-
surats mostren un comportament biexponencial, i disminueixen amb el diametre de
la goticula. Els valors dels components curt/llarg de 7, per liposomes de 104nm
de diametre (només una bicapa de fosfolipids sense contingut en TAG) es troba-
ven al voltant de 52/261 ms T, curt/T5 llarg, per ML en cel-lules C6, al voltant de
28/243 ms, i per goticules artificials grans (micel-les de fosfolipids farcides de TAG,
de diametre de 2,3um) al voltant de 129/393 ms. D’aix0 s’extrau que la mida de la
particula influeix de manera significativa en el valor de 75, tot i que altres factors,

com ara el contingut de les goticules, poden tenir també un paper important.

Depenent de la grandaria de particula de LDL i de HDL, del tipus de contingut
de lipids neutres i de la temperatura de 'enregistrament, els canvis de la fase liqui-
da, a la fase de cristall liquid o a la fase esmectica dels esters de colesterol poden
produir canvis drastics en I’amplada de banda de la ressonancia de la cadena d’acid

gras i de la seva intensitat aparent. S’ha descrit per a les particules de LDL obtingu-
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des de micos cynomolgus que els canvis en el gir intraparticula per la transici6 de fase
liquida a fase de cristall liquid causada pels canvis de temperatura eixamplen resso-
nancies de les cadenes d’acid gras prop de cinc vegades i disminueixen la intensitat
aparent fins a tres vegades (Parks & Hauser, 1996). Per tant, fins i tot per a les par-
ticules de lipoproteina que poden girar lliurement, la mobilitat interna restringida
pot reduir la visibilitat de les cadenes d’acid gras. Referent a aixo, la discrepancia
esmentada en els resultats (secci6 4.3.4) i també descrita per Ferretti i col-laboradors
(Ferretti et al., 1999) sobre canvis possibles en el grau d’insaturacié dels ML al llarg
de la corba de creixement, es podria relacionar amb els canvis en la restricci6 de la
mobilitat de les cadenes d’acid gras quan les goticules es fusionen (veure la seccié

5.5).

Pel nostre sistema, si les goticules es trobessin unides a estructures macromole-
culars dins la cel-lula, per exemple el citoesquelet, aquestes goticules no gaudirien
de la llibertat de gir de la que gaudeixen les particules lliures, com les lipoprotei-
nes, i el valor de 75 de les ressonancies dels TAG en aquest cas no es veuria allargat
degut a aquesta manca de llibertat. En aquest cas, només la difusié tridimensional
dins de la goticula de TAG, EstCol i DAG, o la difusi6é bidimensional dels DAG al
llarg de la superficie de la goticula, podrien contribuir a augmentar el valor de T5.
Probablement, perqueé la difusi6 intragoticula tingui un efecte apreciable sobre el 75
observat sigui necessari un diametre minim de la goticula. Aquest valor podria ser
proper al valor del diametre de les goticules observades per epifluorescéncia com
entitats diferenciades del fons, que tenen aproximadament 100 nm de diametre. Ai-
x0 significaria que quan es duu a terme una fixaci6, un subfraccionament cel-lular
o un tractament amb detergent de cel-lules per estudiar els ML en cel-lules (Ferretti
et al., 2003; Wright et al., 2003), seria necessari tenir en compte, per una correcta in-
terpretaci6 dels resultats, que aquests tractaments poden interferir en la unié de les

goticules al citoesquelet, resultant en un augment artefactual dels ML detectables
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per RMN in vitro en comparacié amb els ML detectables en cel-lules intactes.

Per tant, sembla que la aparent invisibilitat de les goticules per RMN podria con-
cordar amb una manca de deteccié d’aquestes estructures subcel-lulars per MO. Es
a dir, les goticules visibles per MO (al voltant de 100 nm de diametre promig minim)
serien també visibles per RMN, i contribuirien al senyal dels ML. Seria possible tam-
bé l'existéncia de diversos tipus de goticules de mida prou gran com per ser visibles
per MO, perd que al estar unides a estructures macromoleculars no serien detecta-
bles per RMN.

En resum, els nostres resultats del TLC convindrien que existeix un pool de lipids
neutres invisibles per RMN i epifluorescencia situats en les estructures o els dominis
subcel-lulars més petits de 100 nm en les cel-lules C6. Les raons d’aquesta invisibi-
litat poden venir de restriccions en el gir de particules o0 dominis subcel-lulars, i per
la restricci6 en el gir de molécules individuals contingudes en aquestes particules o
dominis subcel-lulars. Ambdés mecanismes poden contribuir a aquest efecte final

de no detecci6 registrat en les cel-lules C6 .

5.4 Experiments d’ RMN d’extractes de mostres marca-
des amb [1]-13C-glucosa

Com es comentava a la discussi6 prévia de I'analisi dels espectres d’1D-">C-RMN
i dels experiments d’'RMN bidimensional (seccions 4.4.3 i 4.5.4) en els experiments
d’RMN de mostres tractades amb °C s’observa la tendencia a I’acumulacié de mar-
catge en el carboni « del glicerol dels PL. A la figura 4.28 s’indiquen els passos me-
tabolics que porten de glucosa als diferents glicerolipids. Com s’indicava a la figura
4.34, en cel-lules de dia 4 de cultiu es podia pensar que la ruta metabolica de sintesi
de glicerolipids estava modificada, i que els PL eren precursors de DAG i TAG. La

major acumulacié de marcatge en PL que en DAG i TAG en aquestes condicions es
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pot explicar per la participacié de precursors no marcats en la sintesi de TAG i DAG.
Ala figura 5.1 es mostren rutes alternatives a la ruta clasica mostrada a la figura 4.28

per la sintesi de PL i TAG a partir de DAG.
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Figura 5.1: Rutes de sintesi de TAG, DAG i PL a partir de precursors “freds”. En
blau es marquen els processos de sintesi de TAG, i els processos de sintesi de PL
s’'indiquen en lila.

Aixi, en cél-lules de dia 4, en proliferaci6 activa, s’observa que la incorporacié de
marcatge és més alta en PL, que sén producte en la ruta, que en DAG, que s6n pre-
cursors en aquesta ruta. Aquest resultats només es poden explicar tenint en compte
que s’esta donant la ruta metabolica de manera compartimentalitzada. Aquesta situ-
aci6 ha estat descirta anteriorment, entre d’altres per Cruz i Cerdan (Cruz & Cerdan,
1999) pel cas de I'existencia de dos pools de glutamat en el cervell huma. En el nostre
cas, aix0 significaria que cal tenir en compte dos pools de DAG, de manera que exis-
tis un pool marcat, procedent de la glucosa, i un de no marcat, amb un altre origen
metabolic. La suma dels dos pools produiria l'efecte de diluci6 del marcatge en els
DAG. Les rutes de sintesi de DAG i TAG a partir de fonts no marcades serien més
actives en cel-lules en proliferacié (dia 4 de cultiu) que en aturada de la proliferaci6

(dia 7 de cultiu), essent els PL de membrana degradats la font de glicerol no marcat
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més important. D’aquesta manera, el contingut en DAG i TAG no marcats seria alt
i aquestes concentracions de compostos no marcats diluirien el marcatge total de
DAG i TAG, fent que resultés menor el seu enriquiment en els estudis amb [1]-"C-
glucosa. En el cas de cel-lules de dia 4, les rutes de sintesi de PL seran molt actives,
ja que la cel-lula es troba en proliferacié rapida (fase exponencial).

En canvi, en cel-lules de dia 7, en aturada de proliferaci6, les rutes de sintesi de
DAG i TAG a partir de presurssors no marcats serien menys actives, fent que els
TAG i DAG que se sintetitzin resultin més marcats, per derivar el seu esquelet gli-
cerol més directament de la glucosa marcada. Aixi mateix la sintesi de PL estara
alentida o aturada, de manera que el contingut de PL sintetitzats de novo sera més
baix, i per tant la incorporacio relativa de marcatge sera també més baixa En el cas
de cel-lules de dia 7, la distribuci6 del marcatge en la ruta de sintesi de TAG i PL a
partir de glucosa és I'esperable si tenim només en compte una ruta lineal de sintesi.
En aquest cas, doncs, no és necessari tenir en compte una possible compartimenta-

litzaci6 per explicar els resultats obtinguts.

5.5 Possible explicaci6 cel-lular dels resultats obtinguts:

la hipotesi de la llancadora de TAG

Per poder comparar les nostres dades amb dades anteriors descrites a la literatura i
poder aconseguir una explicaci6 cel-lular pels canvis biofisics en la detecci6 dels li-
pids mobils visibles per RMN, sembla bona idea representar la nostra proposta amb
un esquema. L'esquema de la figura 5.2 esta basat en esquemes anteriors que descri-
uen el metabolisme de TAG i PL en les cél-lules (Murphy & Vance, 1999; Hakumaki
& Kauppinen, 2000; Coleman & Lee, 2004) i ha estat recentment descrit a la literatura
(Quintero et al., 2007).

El fet que la sintesi de TAG i PL es déna basicament en reticle endoplasmic (RE),
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Figura 5.2: Esquema de la dinamica de les goticules lipidiques citosoliques que con-
tenen TAG en cel-lules C6: A- proliferant activament i B- en aturada de la prolife-
raci6. IMPs: intramembrane particles particules intramembrana; PL: fosfolipids; CCT:
CTP-fosfocolina citidilil transferasa; PCT: fosfocolina transferasa.

amb una petita contribucié dels mitocondris, esta plenament acceptada (Coleman
& Lee, 2004; Dennis & Kennedy, 1972). A més, pel que fa a la degradaci6 de PL a
la membrana plasmatica, especialment la degradacié de PtdCho, s’accepta que es
déna de manera discontinua al llarg del cicle cel-lular (Jackowski, 1994), tal i com es
mostra a la figura 1.16. La degradaci6 de PtdCho és elevada durant la fase GG, i s’atu-
ra durant la fase S/G2-M, mentre que la seva sintesi a nivell de RE es manté elevada
durant la fase S, donant com a resultat un augment net en el contingut de PtdCho
en la fase S, que resulta necessari per la duplicaci6 cel-lular. La fosfocolina i colina,
generades a nivell de membrana plamatica per la degradacié de PtdCho per fosfo-
lipases del tipus C i D respectivament, poden difondre lliurement cap al RE traves-
sant el citosol, per permetre la resintesi de PtdCho a RE per 1'enzim CTP:fosfocolina
citiciltransferasa (CCT) (Jackowski & Fagone, 2005). Els DAG o acids grassos ge-
nerats a la membrana per la degradacié de PtdCho no poden difondre pel citosol
per retornar al reticle, i han de ser consumits en el lloc de produccié (és a dir, a la

membrana) o bé ser transportats fins el lloc on es puguin consumir. El consum de
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DAG a la membrana no s’havia descrit, a més només s’havia detectat activitat CCT
a nivell de RE, tot i que si ha estat detectada sintesi de PtdCho a partir de DAG
i esfingomielina en cel-lules epitelials MDCK per acci6 reversa de 1'esfingomielina
sintasa (van Helvoort et al., 1994). Per tant, sembla necessari un transport de DAG
de la membrana plasmatica al RE, per poder reutilitzar 1’'esquelet hidrocarbonat de

la PtdCho de memb rana plasmatica.

La utilitzaci6 del DAG generats a membrana ha estat estudiada previament. Tre-
balls de Pagano i Longmuir (Pagano & Longmuir, 1985) van mostrar un moviment
facilitat d’un analeg fluorescent de DAG de la membrana plasmatica a altres mem-
branes cel-lulars (RE, mitocondri, embolcall nuclear) a baixes temperatures (2°C).
El mecanisme de transferéncia facilitada no va ser aclarit, pero entre les possibilitats
comentades, es proposava la difusi6 lateral de I'analeg de DAG marcat amb fluores-
céncia entre posicions properes i punts de contacte entre la membrana plasmatica
i altres membranes cel-lulars. Aquest contacte entre membranes s’ha demostrat en

llevats (Pichler et al., 2001) i en macrofags fagocitics (Gagnon et al., 2002).

Una altra possibilitat a tenir en compte és que els DAG generats a la membra-
na plasmatica siguin consumits in situ. Florin-Christensen i col-laboradors (Florin-
Christensen et al., 1993) van demostrar que la incubacié de cel-lules NIH 3T3 amb
dioctanoilglicerol marcat amb "C donava lloc a dioctanoilfosfatidilcolina i diocta-
noildiacilglicerol, essent el TAG més abundant que el fosfolipid. El mateix grup
(Florin-Christensen et al., 1992) va demostrar que el tractament de les cel-lules NIH
3T3 amb dioleoil-sn-glicerol marcat amb "“C i incorporat a la membrana cel-lular
per mitja de liposomes donava lloc també principalment a TAG marcats, fosfoco-
lina i, en menor mesura, monoacilglicerol i acids grassos. En cel-lules CHO s’ha
demostrat que els DAG generats a nivell de membrana plasmatica sén directament
convertits a TAG (Igal et al., 2001). Aixo planteja la possibilitat que els DAG siguin

convertits a TAG a nivell de membrana, i després DAG i TAG siguin transportats



162 CAPITOL 5. DISCUSSIO GENERAL

mitjangant vesicules fins a RE o altres membranes cel-lulars. Respecte a aquesta
possibilitat, les activitats relacionades a sintesi de TAG a partir de DAG ( diacil-
glicerol O-aciltransferasa, DGAT i DAG transacilasa, veure figura 1.19 (Coleman &
Lee, 2004)) semblen estar associades tinicament a RE, i no s’havia trobat encara cap
evidéncia d’isoformes associades a membrana plasmatica, tot i que 1’'enzim unit a
membrana ha estat parcialment purificat de microsomes de fetge de rata (Polokoff
& Bell, 1980). Cases i col-laboradors (Cases et al., 1998; Cases et al., 2001) van expres-
sar el cDNA que codificava per la DGAT?2 en cel-lules d’insecte, i van comprovar que
s’estimulava la sintesi de TAG en les membranes cel-lulars, pero sense diferenciar

membrana plasmatica de la resta de membranes.

Les goticules lipidiques citosoliques, (o cossos lipidics) han estat ampliament
descrits en cel-lules de mamifers (Zweytick et al., 2000).Tenen mides molt diver-
ses (entre 0,1 i 50 pm) i porten associades diferents proteines (adipose-diferentiation-
related-protein, proteina associada a la diferenciacié d’adipocits, o ADRP; perilipina,
entre d’altres). Entre les proteines associades a goticules lipidiques, ha estat des-
crita l'existencia d"una acil-CoA transferasa en adipocits 3T3- L1 per Brasaemle i
col-laboradors (Brasaemle et al., 2004) i en cel-lules d’hepatoma huma per Fujimoto
i col-laboradors (Fujimoto et al., 2004). La isoforma de la DGAT2 ha estat descri-
ta associada també a goticules en llevats per Sorger i col-laboradors (Sorger & Da-
um, 2003), el fong M. ramanniana per Kamisaka i col-laboradors (Kamisaka et al.,
1997; Kamisaka et al., 1999) i en cossos lipidics en plantes per Valencia-Turcotte i
col-laboradors (Valencia-Turcotte & Rodriguez-Sotres, 2001). Aquestes dues acti-
vitats juntes, acil-CoA transferasa i DGAT2, permetrien la sintesi de TAG a par-
tir de DAG i acids grassos lliures associats a goticules lipidiques. També Ost i
col-laboradors (Ost et al., 2005) han demostrat recentment la sintesi de TAG a partir
d’acid oleic exogen en una nova subclasse de caveoles en la membrana plasmatica

d’adipocits de rata i van concloure que tots els enzims necessaris per la sintesi de
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novo de TAG haurien d’existir en les caveoles de la membrana plasmatica. Aixo per-
metria explicar la sintesi dels TAG i la seva incorporaci6 a les goticules: la DGAT2
unida a goticules, i possiblement a membrana plasmatica, sintetitzaria TAG a partir
dels DAG generats a membrana per la degradacié de PL per la fosfolipasa C, i els
inclouria en les goticules, les quals circularien fins a RE per reutilitzar els TAG per
la sintesi de nous PL. Esta acceptat ampliament que un cop els DAG s’han convertir
a TAG, aquests son empaquetats en forma de goticules lipidiques, per tant aquesta

possibilitat sembla la més plausible.

Recentment Bostrom i col-laboradors han demostrat en cel-lules NIH 3T3 (Bostrom
et al., 2005) que goticules lipidiques de mida petita poden augmentar de mida per
fusi6 ente elles i que aquesta fusi6 és dependent de transport actiu associat a micro-
tibuls. Marcinkiewicz i col-laboradors (Marcinkiewicz et al., 2006) han demostrat
que el procés contrari també es dona, és a dir, que la fosforilacié de la proteina pe-
rilipina en preadipocits 3T3-L1 causa la fragmentaci6 i dispersié de les goticules
lipidiques. Targett-Adams i col-laboradors (Targett-Adams et al., 2003) han demos-
trat transport actiu de goticules lipidiques, a una velocitat de 2-2,5 um/s, associat
a una xarxa de transport cel-lular en cel-lules HuH-7 derivades d’hepatoma huma.
Aquestes troballes en conjunt semblen indicar I’existencia d"un transport actiu de
goticules que contenen TAG en ceél-lules vives que estaria associat al citoesquelet (en
el cas de les HuH-7, a microttabuls) i que les goticules poden fusionar-se entre elles
per canviar de mida. Aquesta idea forma part de la nostra hipotesi, mostrada a la

figura 5.2.

Per una part (figura 5.2 A) en cel-lules C6 en proliferaci6 activa, les goticules pe-
tites (de menys de 100 nm de diametre) que es trobarien associades a citoesquelet
transportarien 'esquelet carbonat (TAG obtinguts de DAG originats en la degrada-
ci6 de PL de membrana plasmatica) per la resintesi de PL de la membrana plasmati-

ca al RE, o bé I'emmagatzemarien mentre aquest aport no fos necessari. Pel que fa a
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la visibilitat de les goticules per RMN, els TAG continguts en aquestes goticules, as-
sociades a citoesquelet, no tindrien prou mobilitat com per tenir un 75 prou llarg que
les fes visibles per aquesta tecnica, fins i tot a temps d’eco zero. Moltes d’aquestes
goticules serien també massa petites per ser visibles per epifluorescencia. Ferretti
i col-laboradors (Ferretti et al., 1999) varen demostrar 'existencia de particules in-
tramembrana que contenien lipids (intramembrane particles, IMPs) en la membrana
de cel-lules 3T3, que eren diferents de caveoles, i amb un diadmetre promig de 60
nm. Es va proposar que aquestes estructures intramembrana contribuien al patré
de RMN dels ML, pero degut a la coexistencia de les IMPs amb goticules lipidiques
citosoliques grans (entre 0,211 pum), la seva contribucié quantitativa no es va poder
probar de manera definitiva. Aquests IMPs podrien ser dominis que continguessin
DAG/TAG, i correspondrien al dominis de membrana que es mostren a la figura 5.2
i que van ser inicialment proposat per Mountford i col-laboradors (Mountford et al.,
1982). A diferencia d’aquest i altres grups (Ferretti et al., 2003; Wright et al., 2003)
nosaltes proposem que aquests IMPs tindrien molt poca o cap visibilitat per RMN

degut a la seva integraci6 en la membrana cel-lular.

Per altra banda (figura 5.2 B) en aturada de la proliferacio, si la sintesi de PL s’a-
tura, les goticules petites que estarien transportant o emmagatzemant TAG entre la
membrana plasmatica i el RE, podrien acumular-se i fusionar-se. La seva acumula-
ci6 podria ser deguda a una aturada del consum de DAG, i per tant de TAG, ja que
la CCT esta inibida en condicions d’aturada de la proliferaci6é (Jackowski & Fago-
ne, 2005). Quan la mida de les goticules superes un determinat rang (100-200 i),
passarien a ser visibles tant per RMN com per microscopia. En la bibliografia es des-
criu un resultat similar amb una aproximaci6 diferent. Aixi, Ferreti i col-laboradors
(Ferretti et al., 1999) varen augmentar artificialment la degradacié de PtdCho a la
membrana de cél-lules NIH 3T3 transfectades amb 1’oncogen ras afegint de manera

exogena fosfolipasa C. En aquest treball, I'augment en el contingut de DAG produit
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per 'enzim contribuia parcialment a la produccié de goticules lipidiques citosoli-
ques que s’acumulaven i esdevenien visibles per RMN. Els autors suggerien que els
DAG eren convertits a TAG i AGL. L'acumulacié de goticules lipidiques citosoliques
es podria explicar probablement perque al RE no es podia consumir 1’exces de DAG

produits per unitat de temps.

Pel que fa als nostres resultats de marcatge amb [1]-"°C-glucosa, creiem que cor-
roboren la hipotesi formulada. La figura 5.3 mostra les situacions cel-lulars des del
punt de vista dels experiments de marcatge. En cel-lules de dia 4 de cultiu (figura
5.3A), les dades obtingudes mostren la necessitat de I'existencia de com a minim dos
compartiments diferents de sintesi de DAG. En aquest cas, la glucosa genera DAG
anivell de RE, els DAG generen PL que son transportats a la membrana plasmatica,
i també TAG, que poden ser utilitzats per la cél-lula. Els PL de membrana, al seu
torn, sén degradats per la fosfolipasa C, generant DAG, que es convertiran en TAG i
seran empaquetats en goticules per ser reenviats al RE. La suma dels diferents pools
(marcats i no marcats) de tots els compostos estudiats permet explicar els resultats

de marcatge obtinguts experimentalment.

Si tenim en compte aquesta compartimentacié de processos de sintesi i degrada-
cié de PL, TAG i DAG, els DAG provinents de la degradacié de membrana plasmati-
ca diluirien el pool de DAG marcats que provenen de [1]-13C-glucosa i que s’haurien
sintetitzat al RE segons les reaccions esquematitzades a la figura 4.28. Els DAG
marcats s’emprarien principalment per la sintesi al RE de PL en les cél-lules C6 en
proliferacié activa (dia 4 de cultiu), donant lloc a una gran quantitat de marcatge
especific en PL. Cal recordar que la majoria de les cél-lules en proliferacié passen
per la fase S del cicle cel-lular, en el qual la sintesi de PtdCho a RE és més eleva-
da, durant les 24 hores en qué es va fer el marcatge de les cel-lules C6 a dia 4 ( les
cél-lules C6 tenen un temps de duplicaci6 de 18 h). Per tant, només una petita part

dels DAG marcats s'emprarien per sintetitzar TAG marcats a RE, i la gran majoria
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de TAG seran no marcats perque provindran de DAG produits a la membrana d’un
pool de PL majoritariament fred. Una petita part de PL marcats pot donar lloca DAG

que generin TAG marcats i que s’unirien als TAG sintetitzats al RE.

Per altra banda, en cel-lules de dia 7 (figura 5.3B), una ruta lineal de sintesi des
de la glucosa als PL i TAG permet explicar els nostres resultats. En aquest cas, els
DAG marcats donaran lloc al RE a TAG i PL marcats, perod aquests darrers a me-
nor velocitat que en cél-lules de dia 4 ja que la sintesi de PL es trobara disminuida
inicialment o aturada finalment. D’aquesa manera es produira una acumulaci6 de
DAG marcats no utilitzats. Al seu torn, I'activitat fosfolipasa C queda inhibida per
I'aturada de proliferacid, de manera que es deixen de degradar PL de membrana,
i per tant també s’atura la produccié de DAG i de TAG a la membrana plasmatica
i/ o goticules lipidiques, impedint per tant la dilucié del marcatge a DAG i TAG. Les
goticules citosoliques petites a més es fusionen per donar lloc a les goticules més

grans detectables per epifluorescéncia i RMN.

Es important destacar que, tenint en compte que els resultats obtinguts per TLC
indiquen que el contingut de TAG no canvia entre cél-lules en proliferacié activa i
cel-lules en aturada de la proliferacid, les velocitats de sintesi i degradacié de TAG
han de ser tals que el contingut de TAG totals no varii. Llavors, 'aturada de sintesi
de TAG partir de DAG de membrana implicaria I'aturada de la utlitzacié dels TAG
sintetitzats i emmagatzemats a goticules. Si aquests TAG son els emprats per la

resintesi de PL, la condici6 de 1’aturada de la utilitzaci6 s’acompleix.

En el nostres cas, en les ceél-lules de dia 7 de cultiu, i de dia 7 de cultiu tracta-
des amb ACSF es produiria la fusié de goticules petites, donant lloc a goticules més
grans. El contingut total d"acids grassos en lipids neutres (TAG+DAG+EstCol, tau-
la 4.7) no canvia en cel-lules C6 en condicions normals de cultiu, pero si canviaria
la mida del contenidor de llancadora/magatzem i es produiria una reorganitzacié

aparent de TAG entre les goticules de diferents mides. Tant un augment transitori
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Figura 5.3: Descripcié de la situaci6 cel-lular en cultius de cél-lules C6 segons les
dades de marcatge. A- cel-lules de dia 4 de cultiu; B- cél-lules de dia 7 de cultiu. El
significat de la grandaria del pool marcat és el mateix de la figura 4.32
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en la produccié6 de DAG/TAG a nivell de membrana plasmatica, com una dismi-
nuci6 transitoria en el consum de DAG al RE, o els dos processos alhora, podrien
augmentar el contingut aparent de ML i la seva detecci6 per RMN en els sistemes

vius.

Pel que fa al paper que els éters de DAG i els plasmalogens podrien tenir en
aquest esquema, els resultats de quantificaci6 relativa de TLC mostren una dismi-
nuci6 del contingut d’éters de DAG entre cel-lules de dia 4 i de dia 7 de cultiu, i de
dia 7 de cultiu incubades amb ACSF (veure secci6 4.2.3). Tenint en compte que els
éters de DAG provindrien de degradacié de plasmalogens per acci6 de la PC-plc, i
que aquest enzim es trobaria actiu en cel-lules en proliferacié activa (dia 4) i inactiu
en cel-lules en aturada de proliferaci6 ( dia 7 incubades amb ACSF), seria raonable
esperar una disminucié del seu contingut en cél-lules en aturada de proliferacié.
Per altra banda, els experiments de marcatge mostren una incorporacié de marcat-
ge en les posicions que podrien correspondre a plasmalogens i/o éters de DAG (
veure secci6 4.5). Tenint en compte que el contingut d’éters de DAG sembla dis-
minuir en cel-lules en aturada de la proliferaci6, seria possible que aquests senyals
provinguessin de plasmalogens de sintesi de novo i no d’éters de DAG. Esta descrit
a la bilbiografia que els plasmalogens poden tenir un paper important en la fusié
de membranes (Nagan & Zoeller, 2001), i sabent que, segons la hipotesi formulada
a la figura 5.2, en aturada de la proliferacié es produirien processos de fusié de go-
ticules, podria ser necessaria la preséncia de plasmalogens en les membranes de les
goticules per afavorir aquestes fusions, i per tant seria també possible que una part
dels DAG formats a partir de la [1]-13C—glucosa es derivés cap a la sintesi d’aquests

compostos.

En diversos sistemes apoptotics en cel-lules intactes i en tumors in vivo, s"han
descrit augments en la intensitat dels senyals de ML detectats per RMN i en el con-

tingut total de TAG mesurat en extractes organics, amb una acumulacié concomiant
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de goticules lipidiques citosoliques (Engelmann et al., 1996; Hakumaki & Kauppi-
nen, 2000; Di Vito et al., 2001; Al-Saffar et al., 2002; Iorio et al., 2003). També es va
detectar una disminuci6 en el contingut de PtdCho i de fosfolipids totals en diferents
quantitats en sistemes apoptotics. En aquest sentit, els porcessos apoptotics serien
equivalents a I'experiment de Ferreti i col-laboradors (Ferretti et al., 1999) duts a ter-
me amb l’addici6 de fosfolipasa C exogena. El precursor de TAG generat a nivell de
membrana plasmatica augmentaria sense que es produis un augment en la sintesi
de PL a nivell de RE. Llavors, d’acord amb la figura 5.2 B es produiriria una acumu-
laci6 de goticules lipidiques visibles per RMN i epifluorescencia, tal i com es descriu
a la bibliografia en els casos d’apoptosi.

Per tant, el contingut en lipids mobils (ML) visibles per RMN en cel-lules C6 vi-
able correlacionaria amb canvis en la porliferaci6 cel-lular d’aquestes cél-lules. Aixo
estaria d’acord amb Bagnato i Igal (Bagnato & Igal, 2003) els quals van trobar que la
sobreexpressié de DGAT en cel-lules transformades SV 40 de fibroblasts de pulmé
huma alentien la seva proliferacié alhora que s’induia I’acumulacié de goticules li-
pidiques citosoliques, tot i que en aquest cas es produia un augment en el contingut
de TAG de 3,2 vegades en comparaci6é amb cel-lules SV 40 transformades.

Els ML podrien constituir doncs un sensor per canvis en la proliferacié de cel-lules
tumorals, la qual cosa seria d’interes en aplicacions per monitoritzar la progressi6 o

la resposta a terapies en tumors in vivo (Murphy et al., 2003; Tate et al., 2006).



Conclusions

e S’ha posat a punt un protocol de separacié i quantificacié de lipids neutres per
cromatografia en capa prima i tincié6 amb Coomassie Blue. El protocol és quan-
titatiu i reproduible en el rang de concentracions d’interés, i s’han identificat i

eliminat totes les possibles interferéncies.

e S’ha posat a punt un protocol d’obtencié d’extractes lipidics de cél-lules mitja-

cant solvents organics.

e S’ha caracteritzat la corba d’aparici6 de goticules lipidiques citosoliques en
les cel-lules C6 ATCC. Aquesta corba presenta un comportament multimodal,
augmentant primer el nombre de cél-lules positives entre el dia de resembra i
el dia 1 de cultiu, disminuint entre dia 1 i dia 4 de cultiu, i augmentant de nou

fins a assolir un maxim a dia 7 de cultiu.

e S’ha demostrat que el contingut en triacilglicerols, diacilglicerols i esters de
colesterol no canvia de manera significativa en cel-lules C6 de glioma de ra-
ta en cultiu amb l’alentiment de la proliferacié a densitat de saturaci6 o per

deprivaci6 de serum o factors de creixement.

e S’ha demostrat que, mentre que el contingut en TAG no canvia, el contingut
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aparent de lipids neutres detectats per epifluorescéncia o per RMN augmenta

fins a un maxim de 29,5 vegades.

S’ha posat a punt un metode d’'RMN bidimensional heteronuclear (HMQC)
per la quantificaci6 relativa de I'enriquiment en C de netabolits en extractes

lipidics de cel-lules Cé.

S’ha demostrat mitjancant experiments de marcatge amb [1]-13C-glucosa del
metabolisme lipidic cel-lular que en ceél-lules C6 el metabolisme de PL, TAG i

DAG ha d’estar compartimentat.

Els resultats obtinguts en els experiments de marcatge amb [1]-°C-glucosa del
metabolisme lipidic cel-lular en cél-lules C6 concordarien amb 1'existéncia de
resintesi de TAG a partir de DAG i acil-CoA de manera associada a particules

lipidiques i/0 membrana plasmatica.

Es proporciona una explicacié cel-lular i biofisica per aquestes observacions
postulant un transport associat a citoesquelet de goticules de diferents mides
que contenen TAG i la seva fusi6 dirigida per transport durant I’aturada de la

proliferaci6 fins a ser visibles per RMN i epifluorescencia.
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Annex

A.1 Programa de polsos dels experiments monodimen-

sionals de pols i adquisicié de "H-RMN

; gabrmn_zgpr
;arx—-version
;1D sequence with presaturation

;;d12=20u
; ;d13=4u

1 ze

2 dl
dl2 tl2
pl8 ph29
dl3
dlz tl10
pl phl
go=2 ph3l
wr #0

exit

phl=0 2 2 01 3 31
ph29=0
ph31=0 2 2 0 1 3 3 1

;£10: transmitter high power level

199



200

;tl2:

ipl

;pl8:
;dl12:
;d13:

APENDIX A. ANNEX

transmitter power level for presaturation
90 degree transmitter high power pulse
presaturation during relaxation delay
delay for power switching [20 usec]
short delay (e.g. to compensate delay line) [3 usec]
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A.2 Programa de polsos dels experiments monodimen-
sionals d’eco d’spin de "H-RMN

; Jrhard_SegDecorps

14

; MEC, SeRMN-UAB - c. 1997

; spin(jump and return)-echo pulse sequence
; with presaturation

7

;; dl2 = 20 us

;; dl13 = 4 us

1 ze
2 dl

dlz tl12

rl8 ph29

dl3

dlz tl0

pl phO

d2

p2 phl

d3

P3 ph2

d3

go=2 ph3l

wr #0
exit
ph0O = 00001111222 23333
phl =222 2333300001111
ph2 =012 3123023013012
ph29 = 0
ph31 =02 02 1313202503131

; ——OUTPUT POWERS————————————
;

;£10: transmitter high power level (0db)

;£12: transmitter low power level (50db) for presat
;——-bELAYS————""7"T"7"T"7"T"TT"T"T"T""""""""""""""—————— —————————————————————
7

;dl ¢ relaxation delay (3-5 times T1lx)

;d2 ¢ delay to select max irradiation point, symmetrical
; with respect to 01

;d3 :  short delay

;d12: short delay to change power (20us)
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;d13: short delay to allow for recovery (3us)

7
;——-pPULSES—————""7"f"7"T7"T"-7"7"T"T"7"7""""""""""—"——————————————————————————
7

;pl ¢ 90deg pulse

;P2 ¢ 90deg pulse (finely adjust to optimize null excit-
; ation at O1

;p3 ¢ 180deg pulse

;pl8: presaturation pulse (ie 1.5sec)

H
; ——ACQUISITION COMMENTS——f——————"—"""""""""—"—"————————————————
7

; set Ol on resonance with the frequency where null excit-
; tation is desired. The pulse sequence results in a sin

; excitation profile, with opposite signs at each side of
; 01, at a distance (in Hz) of

; d = 1/(4%d2)
; ~—PROCESSING COMMENTS——————————————— o —
; hence, when phasing the spectrum beware that ie peaks

; upfield of 01 will be positive and peaks downfield from
; 01 will look negative
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A.3 Programa de polsos dels experiments monodimen-
sionals de °C-RMN
7 29pg30

;arx—-version

; 1D sequence for X-nucleus with power—-gated H-1 decoupling
;using 30 degree flip angle

;7;d11=30m

;;d12=20u

1 ze

2 dlz dle
dl cpd
dll dl15
plx0.33 phl
go=2 ph3l
wr #0
dll do

exit

phl=0 2 2 0 1 3 3 1
ph31=0 2 2 0 1 3 3 1

;£10:
;d15:
;dl6:

ipl

;p31:

;dl

;d1l:
;d12:
;cpd:

transmitter power level (default)
decoupler power level for CPD/BB decoupling
decoupler power level for decoupling to maintain NOE

90 degree transmitter high power pulse

90 degree pulse for slave timer (cpd-sequence)
relaxation delay; 1-5 % T1
delay for disk I/O [30 msec]
delay for power switching [20 usec]
cpd-decoupling according to sequence defined by cpdprg
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A.4 Programa de polsos dels experiments 'H-'"H-COSY

; Cosygr

;arx—-version

;2D homonuclear shift correlation

; for gradients using homospoil pulse

#include <ARX.incl>

d0=3u
dl3=4u

1 ze
dl
3 pl phl
do
50u UNBLKGRAD
plé:h
dloe
PO ph2
dl3
pl6:h
dle
4u BLKGRAD
go=2 ph31l
dl wr #0 if #0 id0 zd
lo to 3 times tdl
exit

N

phl=0 2
ph2=0 0 2 2
ph31=0 2

;£10: transmitter high power level (default)

;0 ¢ 20 to 90 degree transmitter high power pulse

;pl ¢ 90 degree transmitter high power pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;dl : relaxation delay; 1-5 x T1

;d13: short delay (e.g. to compensate delay line) [4 usec]
;dl16: delay for homospoil/gradient recovery

;in0: 1/(1 = SW) = 2 x DW

;ndO0: 1

;NS: 4 % n

;DS: 2 or 4
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;tdl: number of experiments
;MC2: QF

;use gradient ratio 1 : 1
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A.5 Programa de polsos dels experiments '"H-"C-HMQC

;inv4gs

;arx—-version

;2D H-1/X correlation via heteronuclear zero and double quantum
; coherence

;with decoupling during acquisition

; for shaped gradients using gradient waveform memory

;use pulseprogram ’'inv4gsndld’ for setup

;ARX.incl - include file for ARX
7

;version 94/10/12
d27=pl6/121-2u

i ip2=pl«2

; ;d0=3u

;;d2=1s/ (cnst2x2)
;;d12=20u

; ;dl13=4u

d20=d2-p16
;d27=pl6/121-2u

1 ze
2 dl do
3 pl phl
d2 dl0 setf273]9
p3:d ph3
ao
11 2u:ngrad
dz27
lo to 11 times 121
2u:ngrad
dle
P2 ph2
dl3
12 2u:ngrad
dz7
lo to 12 times 121
2u:ngrad
dle

do
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p3:
di3

dz0
dl2
go=
dl
1o
exit

phl=0
ph2=0
ph3=0
ph4=0
ph31l=

;£10:
;d10:
;d15:
ipl

ip2

ip3
;pl6:
;p31l:
; d0

;dl

;d2
;d12:
;d13:
;dl6:
;d20:
;d27:
;L21:
;in0:
;nd0:

;DS
;tdl:
;MC2:
; cpd:

;use

207

d ph4

13 2u:ngrad
daz7
lo to 13 times 121
2u:ngrad

dl5 setf2]379

2 ph31 cpd

do wr #0 if #0 id0 =zd
to 3 times tdl

2
02 2
0220

transmitter high power level (default)
decoupler high power level (default)
decoupler power level for CPD/BB decoupling

90 degree transmitter high power pulse
180 degree transmitter high power pulse

90 degree decoupler high power pulse
homospoil/gradient pulse

90 degree pulse for slave timer (cpd-sequence)
incremented delay (2D) [3 usec]
relaxation delay; 1-5 % T1
1/(2J)XH
delay for power switching [20 usec]
short delay (e.g. to compensate delay line) [3 usec]
delay for homospoil/gradient recovery
d2 - pl6 , but >= dlé6
delay for shaped gradient
loop for shaped gradients

1/(2 = SW(X)) = DW(X)
2

1 *n

16

number of experiments
QF

cpd-decoupling according to sequence defined by cpdprg

gradient ratio 5 : 3 : 4
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Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular and Cell Biology of Lipids
Volume 1771, Issue 1, January 2007, Pages 31-44

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL
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& _version=1&_urlVersion=0&_userid=1517286&md5=
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