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Memòria justificativa de recerca de les beques predoctorals per a la formació de personal investigador (FI)
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

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

 Estudi dels mecanismes mecànico-químics de la fibrogènesi pulmonar
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	Número d’expedient 
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	Paraules clau: cal que esmenteu cinc conceptes que defineixin el contingut de la vostra memòria.

Fibrosi, Cultius 3D, Fibroblasts, Gens mecanosensibles, Matriu extracel·lular

	Data de presentació de la justificació 

08/11/2010

	

	Resum en la llengua del projecte (màxim 300 paraules)


La fibrosi pulmonar idiopàtica (FPI) és una malaltia intersticial letal, d'etiologia desconeguda i per la que no es disposa de cap tractament efectiu. Creiem que l’elasticitat normal del pulmó té propietats anti-fibròtiques, de manera que la FPI només progressarà si es produeix un enduriment sostingut del teixit. Per això hem dissenyat dos assaigs que ens permetran examinar els efectes pro-fibròtics de l'enduriment extracel·lular sobre fibroblasts primaris de pulmó. Els dos assaigs d'enduriment es basen en gels de poliacrilamida 2D i en gels de col·lagen 3D. Els fibroblasts s'han cultivat en el model d'enduriment 3D en presència o absència de la citoquina pro-fibròtica TGF-β1 i s'ha analitzat com la combinació de l’enduriment extracelular i la TGF-b1 modifiquen el fenotip de les cèl.lules. Els resultats preliminars mostren canvis en l'expressió d'alguns gens en resposta a l'enduriment i al TGF-b1, així com diferències entre cel·lules normals i fibròtiques. A més, suggereixen que l'expressió de COL1A1 i MMP-1 és mecanosensible, i que la seva desregulació podria estar associada a l’enduriment anòmal característic dels pulmons amb FPI. 




	Resum en anglès(màxim 300 paraules)


Idiopathic pulmonary fibrosis (FPI) is a lethal interstitial lung disease of unknown etiology and without an effective therapy. We believe that the normal lung elasticity of lung has anti-fibrotic properties, so FPI will only progress if the tissue becomes stiffer. Therefore, we have designed two assays thwill allow the examination of the pro-fibrotic effects of extracellular hardening on lung primary fibroblasts. The two hardening assays are based on polyzacrylamide 2D gels and collagen I 3D gels. Fibroblasts were cultured on the 3D hardening model in presence or absence of the profibrotic cytokine TGF-β1and we analyzed how the combination of extracellular hardening and TGF-β1modify the phenotype of the cells. The preliminary results show changes in the expression of some genes in response to this factors, and some differences between normal and fibrotic cells. Besides, they suggest that the expression of COL1A1 and MMP-1 are mechanosensitive, and that its desregulation could be associated with the abnormal hardening characteristic of FPI lungs
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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.
Introducció

El pulmó és un òrgan tou amb unes propietats elàstiques necessàries per la funció de la respiració. La fibrosi pulmonar idiopàtica (FPI) és una malaltia intersticial en la qual el balanç de forces al pulmó es veu alterat de forma aparentment irreversible, provocant un enduriment significatiu del teixit, una destrucció progressiva del parènquima pulmonar i finalment la fallada respiratòria i la mort de l’individu. La FPI és un problema biomèdic seriós, amb una supervivència mitjana dels pacients de 3-4 anys i sense cap tractament efectiu. Encara que els mecanismes que condueixen al desenvolupament de la FPI són incerts, aquesta patologia s’ha associat a un mal funcionament dels processos de reparació de l’epiteli alveolar, atesa l’exagerada abundància de fibroblasts activats (miofibroblastes) i col·làgens fibril·lars que caracteritzen els pulmons amb FPI. Una lesió en l’epiteli provoca l’alliberament de diversos factors solubles com el factor de creixement transformant beta 1 (TGF-β1), els quals indueixen el reclutament de miofibroblastes. Els miofibroblastes juguen un paper clau en la reparació de l’epiteli mitjançant la depositació d’una matriu extracel·lular provisional rica en col·làgens fibril·lars que facilita la reconstrucció del teixit danyat. En condicions normals, els miofibroblastes i la matriu provisional són eliminats del teixit un cop s’ha completat la reparació. En canvi, durant la fibrogènesi pulmonar, aquest procés de reparació es cronifica per motius encara poc coneguts, de manera que el teixit acumula un excés de miofibroblastes i matriu provisional acompanyada per un augment en l’expressió de TGF-β1 i altres factors solubles pro-fibròtics. En aquestes condicions, el teixit normal acaba sent substituït per un teixit cicatritzant dur, i acaba perdent la seva funcionalitat. Estudis recents amb cèl·lules en cultiu han demostrat que diferents tipus cel·lulars perden total o parcialment el seu fenotip diferenciat quan es cultiven en un entorn més dur que el seu teixit d’origen. Aquests estudis suggereixen que l’elasticitat normal d’un teixit és necessària per a la seva funció, i que la pèrdua d’aquesta elasticitat pot contribuir a la progressió de la fibrosi o altres patologies relacionades amb un enduriment anormal del teixit. En el context de la FPI, es desconeix com es perd l’elasticitat pulmonar normal, i com aquest enduriment contribueix a la progressió d’aquesta patologia letal. L’objectiu principal d’aquest projecte de tesi és respondre a aquestes dues preguntes.

Hipòtesi i objectius
La hipòtesi principal d’aquest projecte és que l’elasticitat normal del pulmó té propietats anti-fibròtiques, de manera que la FPI només progressarà si l’elasticitat pulmonar normal resulta modificada i es produeix un enduriment sostingut del teixit. 
Els objectius principals del projecte són:

1) Dissenyar sistemes de cultiu 2D i 3D per examinar els efectes profibròtics de l’enduriment extracel·lular en cèlules pulmonars

2) Determinar si el TGF-β1 i l’enduriment extracel·lular són factors profibròtics necessaris i suficients per induir la sobre-expressió de col·làgens fibril·lars. 

Per adreçar aquests objectius, es cultivaran fibroblasts primaris obtinguts a partir de pulmons humans sans o pulmons de malalts de FPI en gels 2D i 3D dissenyats per tal que mimetitzin l’enduriment extracel·lular que es produeix en la FPI. Les cèl·lules es cultivaran en presència o absència de la citoquina pro-fibròtica TGF-β1, i s’utilitzaran diverses tècniques per analitzar com la combinació de l’enduriment extracelular i la TGF-β1 modifiquen el fenotip de les cèl.lules. 

Metodologia i resultats preliminars
Disseny de sistemes de cultiu 2D i 3D per examinar els efectes profibròtics de l'enduriment en fibroblasts pulmonars

La principal hipòtesi de treball d’aquest projecte és que l’enduriment del teixit és necessari per la fibrogènesi pulmonar. En conseqüència, calia desenvolupar models experimentals que permetin sotmetre cèl.lules pulmonars a un enduriment extracel.lular similar al que es dóna in vivo.
- Optimització del medi cultiu de fibroblasts: 
S’ha buscat un medi que preservi la viabilitat dels fibroblasts pulmonars en cultius 2D i 3D, i que minimitzi estímuls pro-activadors que puguin emmascarar els estímuls pro-fibròtics de l’enduriment extracel·lular i la citoquina TGF-b1. S’han provat diferents medis descrits a la literatura en termes dels efectes en la viabilitat i activació dels fibroblasts, i s’ha identificat un medi que compleix els requisits desitjats. El medi no conté sèrum i està constituït per DMEM complementat amb penicil·lina 100UI/ml, estreptomicina 10µg/ml i amfotericina B 2µg/ml, insulina-transferrina-seleni 1.
- Optimització de l'assaig d'enduriment extracel·lular basat en gels de poliacrilamida (PAA): 
S’ha optimitzat el suport per la preparació dels gels de PAA i el cultiu de les cèl·lules. Calia dissenyar un sistema que garantís que el 100% de les cèl·lules sembrades sobre els gels de PAA són estimulades de la mateixa manera (en termes de senyals mecàniques i bioquímiques), per la qual cosa es van provar diferents suports per la preparació dels gels i el cultiu de les cèl·lules, incloent cobreobjectes de vidre, plaques de plàstic amb el fons de vidre, etc. Es trià un sistema de plaques amb el fons de vidre envoltat per uns anells de Polydimethylsiloxane (PDMS). 
El mòdul elàstic de Young (E) d’un gel de PAA es pot controlar modificant les concentracions relatives entre l’acrilamida i la bis-acrilamida. S’han optimitzat les concentracions relatives d'acrilamida i bis-acrilamida per tal d’obtenir gels de PAA amb valors de E de 3, 9 i 30 kPa, que cobreixen el rang de duresa del pulmó normal i el fibròtic d’acord amb un estudi recent (Liu et al, J Cell Biol. 2010,190(4):693-706). La rigidesa final dels diferents gels es va determinar mitjançant microscòpia de força atòmica (MFA).
Els gel de PAA han de ser recoberts amb una capa fina de col.lagen I per facilitar l’adhesió cel.lular. S’ha optimitzat el mètode de recobriment dels gels de PAA amb col.lagen de tipus I a una concentració de 0,1mg/ml. Es van provar 3 mètodes diferents: 

a) Mètode basat en PAA carregada positivament: es va preparar un gel de PAA que incorpora càrregues positives isotròpicament per tot el gel, la qual cosa permet el recobriment del col.lagen mitjançant interaccions electrostàtiques no-específiques. 
b) Mètode basat en el NHS-acrylate: s’incorpora un grup reactiu isotròpicament en tot el volum del gel amb el que reacciona posteriorment el col•lagen de manera específica.

c) Mètode basat en el Sulfo-SANPAH, pel qual es fa un primer recobriment de la superfície del gel de PAA amb Sulfo-SANPAH, el que permet l’adhesió del col.lagen després de ser activat mitjançant llum ultraviolada. 
S'analitzà l’aplicabilitat de cada mètode en termes de viabilitat cel·lular, homogeneïtat del recobriment amb col·lagen, i reproductibilitat. El mètode (a) es va descartar degut a que els gels més tous (3kPa i 9kPa) contenien fractures que poden alterar les propietats mecàniques locals del gel, i les cèl·lules mostraven una viabilitat molt baixa. El mètode (b) es va descartar per la manca d’homogeneïtat del recobriment de col·lagen i la manca de reproductibilitat. Finalment es va triar el mètode (c) ja que va donar els millors resultats en termes d’homogeneïtat del recobriment i de la viabilitat cel·lular. Tots els tests es van realitzar amb fibroblasts de pulmó (línia cel•lular CCD-19Lu) a una densitat de 10.000 cèl•lules/cm2.
- Optimització de l'assaig d'enduriment extracel·lular basat en gels de col•lagen 3D: 
El cultius cel·lulars 3D consisteixen en fer crèixer les cèl·lules dins de gels tridimensionals rics en components de la matriu extracel·lular amb què aquestes cèl.lules interaccionen in vivo. Hi ha moltes evidències de que els cultius 3D proporcionen un microentorn molt més fisiològic per a les cèl·lules que els cultius tradicionals 2D, i que en conseqüència les cèl·lules es comporten de manera molt més semblant a com ho fan in vivo. 
S’han utilitzat gels de col·lagen I per proporcionar un microentorn 3D a les cèl.lules més proper al context ric en col·lagen I i en altres col.làgens fibril.lars propi de la FPI. Per preparar els gels de col·lagen I, la solució stock de col·lagen I es va neutralitzar i diluir a una concentració final de 4 mg/ml i es va ajustarr el pH dins el rang fisiològic. Els fibroblasts es tripsinitzaven, centrifugaven i comptaven, per resuspendre’ls en la solució de col·lagen a la concentració desitjada. La suspensió de cèl·lules en col·làgen es dipositava en un pou d’una placa multipous i es mantenia en un incubador a 37ºC durant 30 min per facilitar-ne la gelificació. Posteriorment s’hi afegia medi de cultiu. La figura 1 mostra una imatge representativa de fibroblasts pulmonars cultivats en un gel de col·lagen I. Per aconseguir gels amb una E ~ 0.5 kPa, es separava el gel de la paret del pou amb l’ajuda d’una espàtula. El gel que es manté adherit al pou té una E ~ 1.5 kPa. La rigidesa final del gel es determinà mitjançant MFA. 
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Figura 1
Es van optimitzar diverses variables utilitzant la línia de fibroblast pulmonar humà CCD-19Lu.

Es va determinar el nombre de cèl.lules mínim que permetia obtenir RNA suficient per fer l’anàlisi de PCR en temps real (RT-PCR). Per això es van sembrar diferents quantitats de cèl·lules, es va aïllar el RNA mitjançant el kit RNeasy mini kit (Qiagen) i es va quantificar espectrofotomètricament. Es va determinar com a òptim 300.000 cèl·lules a una concentració de 890.000 cèl·lules/ml de col·lagen. 
Per tal d'obtenir uns gels més durs, es va induir l'entrecreuament de les fibres de col·lagen a través de la glicació no enzimàtica mitjançant la incubació amb ribosa a concentració 30 o 240 mM durant 1, 2, 3 o 4 setmanes. La duresa dels gels es va mesurar per MFA. Aquest sistema d'enduriment es va desestimar finalment donat que la concentració de 240mM era tòxica per les cèl·lules, i la concentració de 30mM no donà lloc a un enduriment significatiu al llarg de les 4 setmanes.

Detecció d’alteracions en el balanç síntesi-degradació de components de la matriu extracel·lular en fibroblast pulmonar en el model d’enduriment 3D  
S’ha optimitzat la tècnica de PCR quantitativa en temps real (qRT-PCR) per tal de detectar l’expressió de gens relacionats amb la síntesi i degradació de la matriu extracel·lular. S’ha analitzat l’expressió de col·lagen fibril·lar (COL1A1), el proteoglicà versicà (VCAN) i de les metaloproteinases de la matriu extracel·lular MMP-1, MMP-2, que s’han identificat com a alterades en la FPI.  El RNA es va purificar a partir dels cultius mitjançant el RNeasy mini kit (Qiagen), es va quantificat per espectrofotometria i es va retrotranscriure per obtenir DNA complementari (Applied Biosystems). Finalment es va realitzar la qRT-PCR per detectar els gens esmentats anteriorment. La quantificació relativa de l’expressió de cada gen es va calcular normalitzant per l’expressió del gen endògen RNA polimerasa II. 
Així mateix, es va optimitzar la tècnica de zimografia. El sobrenedant dels cultius es va recollir i concentrar per ultrafiltració (Amicon) i es va analitzar la presència i activitat de metaloproteinases mitjançant zimografia amb gels de gelatina i de caseïna (Invitrogen). Es van optimitzar la quantitat de proteïna que es carregava en els gels i temps de digestió del substrat per les metaloproteinases fins trobar les condicions òptimes.
Es van realitzar experiments preliminars amb fibroblast pulmonars primari, obtinguts a partir de pulmons de pacients de pneumotòrax (fibroblasts control) o FPI, que van ser proporcionats pel Grup de Malalties Intersticials de l'Hospital Clínic de Barcelona. Es van sembrar fibroblasts control (n=3) i FPI (N=3) en gels de col·lagen 3D en pous de plaques de 24 multipous. Al cap de 24h la meitat dels gels es van separar de la paret del pou per tal d'obtenir unes matrius de col·làgen "flotants" més toves que les adherides. Per cada cas (gel flotant o adherit), la meitat dels pous es van tractar amb TGF-b1 (5ng/ml) per tal d’analitzar la sinèrgia entre enduriment i TGF-b1. Transcorreguts 3 dies, es va recollir el sobrenedant dels cultius 3D i es van obtenir lisats de les cèl·lules per analitzar-los per zimografia i qRT-PCR respectivament. 
L’anàlisi de la de transcripció gènica mitjançant qRT-PCR va revelar que els nivells d’expressió de versicà i MMP-2 augmentaren en resposta a TGF-b1, però no en resposta a l’enduriment de la matriu. A més, va mostrar uns nivells d’expressió superiors en fibroblast IPF que en control. La zimografia de gelatina mostrà un augment en l'activitat de MMP-2 en fibroblasts de FPI respecte als control (Figura 2), confirmant les observacions a nivell d'expressió gènica. 
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 Figura 2
L'expressió de COL1A1 va augmentar en resposta a TGF-b1, i a més mostrava una tendència a ser més alta en els gels més durs (flotants) que en els gels més tous (flotants) (Figura3). 
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Figura 3

El gen MMP-1 mostrà un comportament invers al del gen COL1A1. Resultats qualitativament semblants del COL1A1 i MMP-1 es van obtenir tant en pacients control com FPI. 
Conclusions
Durant els nou mesos transcorreguts en el desenvolupament d’aquest projecte, s’han posat a punt els dos models d’enduriment extracel·lular, basats en gels 2D i 3D, acomplint així els objectius previstos. Tanmateix s’han optimitzat les tècniques de zimografia i qRT-PCR per tal d’avaluar els canvis en el balanç síntesi-degradació de components de la matriu extracel·lular. 
Comparant fibroblasts pulmonars normals i fibroblasts provinents de pulmons amb FPI, s’han pogut identificar diferents comportaments en resposta a l’enduriment de la matriu (gels de col·lagen 3D) i al factor profibròtic TGF-b1. Els resultats preliminars suggereixen que l'expressió de COL1A1 i MMP-1 és mecanosensible, i que la seva desregulació podria estar associada a l’enduriment anòmal característic dels pulmons amb FPI.
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