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Memòria justificativa de recerca de les convocatòries BCC, BE, BP, CTP-AIRE, DEBEQ, FI, INEFC, NANOS i PIV
La memòria justificativa consta de les dues parts que venen a continuació:

1.- Dades bàsiques i resums

2.- Memòria del treball (informe científic)
Tots els camps són obligatoris

1.- Dades bàsiques i resums

	Nom de la convocatòria

 FORMDROPDOWN 

Llegenda per a les convocatòries:

BCC
Convocatòria de beques per a joves membres de comunitats catalanes a l'exterior 
BE

Beques per a estades per a la recerca fora de Catalunya 
BP
Convocatòria d'ajuts postdoctorals dins del programa Beatriu de Pinós
CTP-AIRE
Ajuts per accions de cooperació en el marc de la comunitat de treball dels Pirineus.

Ajuts de mobilitat de personal investigador.
DEBEQ (Modalitat A3)
Beques de Cooperació Internacional i Desenvolupament

FI

Beques predoctorals per a la formació de personal investigador 

INEFC

Beques predoctorals i de col·laboració, dins de l'àmbit de l'educació física i l'esport i les ciències aplicades a l'esport

NANOS
Beques de recerca per a la formació en el camp de les nanotecnologies  
PIV
Beques de recerca per a professors i investigadors visitants a Catalunya


	Títol del projecte: ha de sintetitzar la temàtica científica del vostre document. 

Desenvolupament d'eines d'alta ressolució per  al cribatge (screening) de l'activitat de fàrmacs


	Dades de l'investigador o beneficiari

	Nom

Sara
	Cognoms

Pich Comas

	Correu electrònic

sara.pich@aromics.es

	Dades del centre d’origen 

	Applied Research using Omic Sciences, S.L (AROMICS, S.L)

Parc Científic de Barcelona

Edifici Hèlix - Lab. A05-B05, 2a pl.

Baldiri Reixac, 15-21

08028 Barcelona SPAIN

Telèfon: 0034 93 440 73 02



	Número d’expedient 

     

	Paraules clau: cal que esmenteu cinc conceptes que defineixin el contingut de la vostra memòria.

microscopi, automatització, screening, gens, proteïnes

	Data de presentació de la justificació 

1/07/2009

	


	
Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, l'un en anglès i l'altre en la llengua del document, on s'esmenti la durada de l'acció

	Resum en la llengua del projecte (màxim 300 paraules)

Els darrers anys, hi ha hagut un avanç espectacular en la tecnologia aplicada a l’anàlisi del genoma i del proteoma (microarrays, PCR quantitativa real time, electroforesis dos dimensions, espectroscòpia de masses, etc.) permetent la resolució de mostres complexes i la detecció quantitativa de diferents gens i proteïnes en un sol experiment. A més a més, la seva importància radica en la capacitat d’identificar potencials dianes terapèutiques i possibles fàrmacs, així com la seva aplicació en el disseny i desenvolupament de noves eines de diagnòstic. 

L’aplicabilitat de les tècniques actuals, però, està limitada al nivell al que el teixit pot ser disseccionat. Si bé donen valuosa informació sobre expressió de gens i proteïnes implicades en una malaltia o en resposta a un fàrmac per exemple, en cap cas, s’obté una informació in situ ni es pot obtenir informació espacial o una resolució temporal, així com tampoc s’obté informació de sistemes in vivo. 

L’objectiu d’aquest projecte és desenvolupar i validar un nou microscopi, d’alta resolució, ultrasensible i de fàcil ús, que permeti tant la detecció de metabòlits, gens o proteïnes a la cèl•lula viva en temps real com l’estudi de la seva funció. Obtenint així una descripció detallada de les interaccions entre proteïnes/gens que es donen dins la cèl•lula. 

Aquest microscopi serà un instrument sensible, selectiu, ràpid, robust, automatitzat i de cost moderat que realitzarà processos de cribatge d’alt rendiment (High throughput screening) genètics, mèdics, químics i farmacèutics (per aplicacions diagnòstiques i de identificació i selecció de compostos actius) de manera més eficient.

Per poder realitzar aquest objectius el microscopi farà ús de les més noves tecnologies: 1)la microscopia òptica i d’imatge, per millorar la visualització espaial i la sensibilitat de l’imatge; 2) la utilització de nous mètodes de detecció incloent els més moderns avanços en nanopartícules; 3) la creació de mètodes informàtics per adquirir, emmagatzemar i processar les imatges obtingudes.


	Resum en anglès (màxim 300 paraules)

The overall objective of this proposal is the establishment of an innovative, automated screening instrument for high-throughput and high-content screens. The project will allow standardized, robust, automated, ultrasensitive, high-resolution analysis of RNAs, proteins and other cellular components at cellular and subcellular resolution. The generic technology for toponome analysis will be widely applicable in biomedical research and commercially relevant. Such an instrument is urgently needed by the genome research community as to the availability of complete genome sequences for biomedical research and the upcoming numerous opportunities for high-throughput and high-content assays at a genome-wide scale. Detailed knowledge of the tissues and cells that express particular genes is mandatory. While microarrays provide general information on gene expression patterns, both their resolution and accuracy are inherently limited to the level at which tissues can be dissected. Therefore innovative instruments must allow in situ localisation of genes and proteins at high speed and with high spatial and temporal resolution at high-throughput. The main goal of the proposed effort is to develop an innovative screening platform suitable for high-throughput and high-content cell-based assays and to demonstrate its suitability for high resolution in situ techniques. 


	Resum en anglès (màxim 300 paraules) – continuació -.

This instrument, will not only provide the basis for intelligent and efficient high-content screens, it is also designed for low cost genetic, medical, chemical and pharmaceutical screens. The integration of novel technologies into a common platform concept, the development of efficient cell-based screens, and the demonstration of the feasibility of this approach will constitute a significant competitive advantage for these SMEs and, ultimately, for the European Pharmaceutical and AgroBiotech Industry. 
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2.- Memòria del treball (informe científic sense limitació de paraules). Pot incloure altres fitxers de qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells.
D’acord amb el pla de treball descrit en el projecte, durant el segon any de realització d’aquesta beca, s’ha treballat en l’optimització de les diferents parts integrants del microscopi (pre-prototip), amb un èmfasi especial en el desenvolupament de noves aplicacions. En paral·lel s’ha treballat també en les primeres versions del software per utilitzar-lo en  aquestes noves aplicacions.

Els punts treballats han estat els següents:

1. Vigilància tecnològica i desenvolupament del pla per a disseminació i ús de la tecnologia
Durant aquest segon any s’han continuat avaluant els següents aspectes: propietat intel·lectual, presentació a diferents congressos (BIO2008, San Diego US 2008 i BIO2009, Atlanta US 2009), vigilància tecnològica, estudi dels principals competidors i dels seus productes al mercat (s’han avaluat els punts febles de les tecnologies actuals, principalment la microscòpia de fluorescència i la confocal i també tècniques en genòmica i proteòmica, com per exemple l’ús dels microarrays per l’avaluació de l’expressió de gens i proteïnes de teixits). Tots aquests punts contribuiran a un llançament efectiu de la tecnologia un cop assolida. 

De l’estudi de mercat i vigilància tecnològica actual, s’extreu la necessitat de:

· Desenvolupar assajos funcionals que permetin monitoritzar el comportament de diferents gens i proteïnes en la cèl·lula viva mitjançant tècniques  d’imatge. Aquests assajos podran ser aplicats en la cerca de nous fàrmacs i en sistemes de cribatge de nous fàrmacs (drug screening). S’obtindrà així, informació sobre els fàrmacs candidats en fases inicials del desenvolupament. 

· Desenvolupament d’assajos comercials per a la detecció combinada de l’expressió de gens (mARN) i proteïnes aplicables a un sistema high-throughput (HTS).

· Desenvolupament d’assajos per estudis toxicològics de nous compostos analitzant diferents paràmetres com a punts finals (end-points) de forma simultània i en un únic experiment.

· Actualment el microscopi en desenvolupament, competeix directament amb altres microscopis HTS del mercat, tal i com es descriu en la taula següent (Table 2), extreta de de l’aricle científic de Lang P. i col·laboradors (2006) ‘Cellular imaging in drug discovery’. Companyies com Cellomics, TIPLabTech, Evotec Technologies, Molecular devices i GE Healthcare estan oferint ja alguns assajos comercialment.  
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Per tant, establir tècniques que permetin la determinació múltiple de paràmetres és fonamental per la competitivitat de la instrumentació final. 

Durant aquest any, s’han posat en marxa també alguns protocols en l’empresa per tal de dur a terme les especificacions que es requereixen en termes de qualitat i marques. S’ha realitzat el registre de la marca AROMICS, la confecció d’un pla estratègic per a la protecció de la recerca actual i futura així com un pla per a la disseminació i ús del prototip estudiat, enfocada principalment a la possible explotació del instrument d’aquestes característiques. 

L’elaboració de l’esborrany per al pla d’ús i disseminació, s’ha centrat principalment en la vigilància tecnològica i la cerca de patents de possibles instruments competidors, així com en la cerca de noves aplicacions i especificacions tècniques recollides tant bibliogràficament com disponibles comercialment. 

2.  Assemblatge del prototip

El primer prototip que s’ha dissenyat és capaç d’escanejar plaques de 96 pous utilitzant epifluorescència o transmitància. El procediment de processament de la mostra es realitza de forma externa i manual. Durant l’any 2008, s’ha treballat en diferents requeriments tècnics com l’enfocament, el temps d’exposició per escanejar, l’escanejat total o parcial de diferents parts d’un mateix pou, la millora en  l’amplificació i resolució de la imatge i l’automatització dels anàlisis.
3. Desenvolupament d’assajos i aplicacions

El treball durant l’any 2008, s’ha centrat majoritàriament en el desenvolupament de diferents aplicacions per a la detecció específica de biomolècules. Els esforços tècnics s’han centrat en dos grans aspectes: a) noves aplicacions per a la detecció de biomolècules en cèl·lula viva i b) acoblament d’assajos comercialment disponibles per al microscopi desenvolupat. 

a) En el cas de noves aplicacions s’ha treballat en:

· Screening de nous fàrmacs per malalties neurodegeneratives: Cribatge funcional basat en la monitorització de l’efecte en l’agregació de la proteïna Tau en cèl·lules vives.
S’ha treballat en el desenvolupament d’un assaig de cribatge de nous compostos. L’assaig es basa en analitzar la capacitat que presenten aquests compostos per prevenir la formació de cabdells neurofibril·lars de la proteïna Tau., un dels principals marcadors de malaltia neurodegenerativa i particularment de la malaltia de Alzheimer.  

La principal innovació de la metodologia desenvolupada consisteix en la detecció directa de la proteïna en condicions in vivo utilitzant nous mètodes de transfecció amb anticossos marcats fluorescentment. El principal objectiu consisteix en  la detecció dels canvis conformacionals i de localització de la Tau nativa, des de la forma soluble (Figura 1, panell A) a la forma que presenta quan està unida als cabdells neurofibril·lars (Figura 1, panell  B).
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Figura  1.  Presència de la proteïna Tau en cèl·lules neuronals SH-SY5Y. (A) Localització citosòlica de Tau en cèl·lules control. (B) En cèl·lules tractades amb pèptid beta-amiloide la proteïuna Tau forma part d’agregats denominats cabdells neurofibril·lars.

Per la detecció de la proteïna en condicions in vivo, es va utilitzar la transfecció d’un anticòs fluorescent contra la proteïna Tau en cèl·lules  utilitzant un reactiu específic que permetés el transport de l’anticòs en estat funcional a la cèl·lula viva. 

Els passos que es van seguir per posar a punt l’assaig, van ser:

1.- Caracterització del protocol de transfecció d’anticossos en la línia cel·lular d’estudi.

2.- Selecció de l’anticòs anti-Tau marcat fluorescentment.

3.- Definició de les condicions de treball per l’anticòs seleccionat.

4.- Posar a  punt el protocol d’assaig: l’agregació de Tau s’induirà mitjançant el tractament de les cèl·lules amb el pèptid beta-amiloide. El cribatge de nous compostos consistirà en analitzar el seu efecte sobre l’agregació de Tau.

5.- Adquisició de les imatges i desenvolupament del software.

Durant l’any 2008, s’han realitzat els dos primers punts de l’assaig.  El reactiu que es va utilitzar per la transfecció de l’anticòs fou el Ab-DeliverIN™ (OZ BIOSCIENCES). El Anti-Tau Fluorescein (clone TAU-2) de Leinco Technologies fou l’anticòs seleccionat per realitzar aquest estudi.
Com que el reactiu Ab-DeliverIN™ no s’havia utilitzat mai en les cèl·lules de treball, es van realitzar una sèrie d’experiments per determinar la seva eficiència en el procés de transfecció utilitzant com a anticòs control IgG-FITC. Es va provar una concentració d’anticòs (recomanada per la casa comercial) i dues quantitats diferents de reactiu Ab-DeliverIN™. Després de 8 hores de transfecció es van adquirir les imatges de fluorescència mitjançant el microscopi de fluorescència invertit LEICA DM IRBE amb càmera CoolSNAP (Photometrics)

Tal i com mostra la Figura 2 (panlles A i B), les condicions idònies van ser: 2 g/pou de IgG-FITC i 2 l de Ab-DeliverIN.  A concentració elevada, el reactiu Ab-DeliverIN presentava un efecte tòxic (Figura 2, panells C i D).
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Figura 2. Cèl·lules SH-SY5Y transfectades amb IgG-FITC utilitzant diferents concentracions de Ab-DeliverIN. Es va utilitzar 2 g/pou de IgG-FITC i 2 l de Ab-DeliverIN i es van prendre les imatges després de 8h de transfecció. (A) Imatge per contrast de fase. Les cèl·lules marcades en vermell corresponen a cèl·lules transfectades. (B) Imatges de fluorescència (FITC). Les cèl·lules marcades en vermell corresponen a cèl·lules transfectades.  (C) i (D) Es van utilitzar 2 g/pou de IgG-FITC i 6 l  de Ab-DeliverIN. AL cap de 8 hores, es van adquirir les imatges en el microscopi de contrast de fase i en el microscopi invertit de fluorescència, respectivament.

Els passos 3 i 4 s’estan realitzant actualment.

b) En el cas d’assajos comercialment disponibles acoblat al microscopi desenvolupat, s’ha treballat en:

- Assaig de citotoxicitat multiplex pel cribatge de nous compostos

Es van escollir assajos toxicològics per el screening de nous fàrmacs que analitzessin més d’un paràmetre cel·lular a la vegada. Amb aquesta finalitat, es va escollir  el kit ‘Multiparameter Cytotoxicity Kit’ (Cellomics), que es basa en mesurar canvis en la morfologia del nucli cel·lular; la permeabilitat de la membrana cel·lular i el potencial de membrana mitocondrial mitjançant les sondes específiques: Hoescht 33342 (340/461 nm); una sonda de permeabilitat (491/509 nm) i una sonda sensible a potencial de membrana que es (554/576 nm).

Per posar a punt l’assaig, es va seleccionar la línia cel·lular humana de neuoblastoma SH-SY5Y amb l’objectiu d’analitzar la toxicitat en un model de sistema nerviós central (SNC). El protocol que es va seguir consisteix en el següent: les cèl·lules són sembrades en una placa de 24 o 96 pous. Al cap de 24 hores, s’addiciona el compost d’estudi a diferents concentracions. Després de 4 hores,  les cèl·lules es fixen i es tenyeixen amb les sondes específiques. Al cap de 1 hora, s’adquireixen les imatges mitjançant el microscopi invertit Nikon TE200. 

El processament d’imatges es va realitzar mitjançant el software volocity (Improvision). Les Figures 3-5 mostren els resultats obtinguts. El compost d’estudi fou  valinomicina (Sigma), a les següents concentracions: 1, 10, 75 i 150 M. Les cèl·lules es van incubar en presència del compost durant 4 hores.
Tal i com mostra la Figura 3, la integritat de la membrana nuclear es perdia a una [valinomicina] de 10 M.
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Figura 3. Anàlisi de la permeabilitat cel·lular en cèl·lules SH-SY5Y. Es van utilitzar concentracions creixents de valinomicina 1-150 M i es va quantificar la intensitat de fluorescència en cada cas mitjançant el software volocity (representació gràfica).

Figura 3. Anàlisi de la permeabilitat cel·lular en cèl·lules SH-SY5Y. Es van utilitzar concentracions creixents de valinomicina 1-150 M i es va quantificar la intensitat de fluorescència en cada cas mitjançant el software volocity (representació gràfica).

A una concentració de valinomicina de 1M les cèl·lules SH-SY5Y perdien el potencial de membrana mitocondrial (Figura 4).  
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Figura 4. Anàlisi del potencial de membrana mitocondrial en cèl·lules SH-SY5Y. Es van utilitzar concentracions creixents de valinomicina 1-150 M i es va quantificar la intensitat de fluorescència en cada cas mitjançant el software volocity (representació gràfica).

Tal i com es mostra en la Figura 5, els canvis en la morfologia nuclear no es van evidenciar fins a una concentració de 150 M. 
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Figura 5. Anàlisi de la morfologia nuclear en cèl·lules SH-SY5Y. Es van utilitzar concentracions creixents de valinomicina 1-150 M. Fins a una concentració de 150 M no es van detectar canvis evidents en la morfologia nuclear.

Aquest assaig s’adaptarà a plaques de 96 pous per realitzar assaigs de HTS. Les imatges obtingudes de cèl·lules control i les obtingudes utilitzant compostos tòxics coneguts seran utilitzades pels alogaritmes d’anàlisis d’imatges que serviran pel disseny del software.

- Assaig immunocitoquímic multicolor per anàlisi simultani de nivells de mRNA i proteïnes utilitzant Quantum Dots. 
L’estudi de mercat inicial assenyalava la necessitat de detectar el nivells de les dues biomolècules (ARN i proteïna) de forma conjunta per obviar resultats erronis deguts a la manca de correlació entre els nivells d’expressió de determinats gens i proteïnes. L’objectiu de l’assaig consistirà en posar a punt un nou mètode per imatge que permeti la detecció combinada de nivells d’expressió de RNA missatger i proteïna de una diana coneguda. 
Per a desenvolupar l’assaig s’ha escollit la proteïna Timidilat Sintasa (TS), diana terapèutica del 5-fluouracil (5FU) que és el tractament estàndard del càncer colorectal. La TS és un enzim implicat en la síntesi de novo de timidilat, precursor essencial per a la replicació del DNA.  Els nivells de TS estan relacionats amb la resposta del malalt a la quimioteràpia així com amb la supervivència: tant els nivells elevats de la proteïna com del mRNA s’han correlacionat amb pitjor resposta al tractament. Es conegut a més, que la sobreexpressió del gen i de la proteïna condueixen una resistència al tractament. Per tant, una millora en el coneixement en el mecanisme de regulació de la expressió de TS és essencial per millorar no sols la estratègia clínica amb els inhibidors de TS sinó per al disseny de nous anàlegs al 5FU així com l’estudi de nous fàrmacs que reverteixin el fenotip de resistència.
Actualment s¡’està treballant en aquest assaig.
4. Software d’imatge

Durant l’any 2008, s’ha continuat treballant en el sistema de captació d’imatge, més orientat sobre l’escanejat (aconseguir la captació de la imatge de manera més ràpida, de l’ordre de microsegons), l’optimització de paràmetres d’acord al tipus d’experiment (és a dir del segons els fluoròfors utilitzats) i el tipus de mostra (avaluar l’efecte de la fluorescència intrínseca de cèl·lules, teixit, etc). Altres aspectes treballats han estat el sistema de focus, l’eliminació del soroll de fons, la millora de la sensibilitat i selectivitat de la fluorescència, la utilització de nous fluoròfors, en particular quantum dots,  la pèrdua de fluorescència (photobleaching) per tal d’optimitzar el sistema abans de procedir amb les aplicacions. Per la majoria dels experiments s’han utilitzat fluoròfors coneguts (com per exemple, cytotracker). 

5.  Compilació de resultats i elaboració d’informes sobre els resultats descrits anteriorment.

6. Accions de disseminació sempre que siguin possibles i no comprometin dades claus per a futures patents.

Durant l’any 2008 s’han realitzat les següents accions de disseminació:

-Presentació i assistència a diferents congressos: BIO2008, San Diego US 2008, BioSpain, i Eurobiotech. 

-Assistència a diferents seminaris i jornades específiques: Training on ADMET and PK for drug discovery (Brussel·les), Genomic Medicine and Pharamcogenomics: Future challenges for personnalized medicine in European Union, EUROESPES Annual Conference (A Coruña), Intellectual Property Rights and Assets Management (IPRAM, Barcelona), Bionanophotonics (PCB, Barcelona); Nano2life Annual Meeting (Barcelona)).


















