W/

il |

Universitat de Girona

GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE
SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

Gloria TABARES CARRERAS

ISBN: 84-688-6472-2
Diposit legal: Gi.394-2004
http://hdl.handle.net/10803/7613

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats 0 materials
d'investigacio i docéncia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Refés de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacio prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacioé dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccio o altres formes d'explotacio
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicaci6 publica des d'un lloc alie al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentacio del seu contingut en una finestra o marc alieé a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacion de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccion u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resumenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.



http://hdl.handle.net/10803/7613

0

>

Universitat de Girona

DEPARTAMENT DE BIOLOGIA

GLICOSILACIO ABERRANT EN
PROTEINES DE SECRECIO COM A
MARCADORS TUMORALS

GLORIA TABARES CARRERAS

Girona, Desembre de 2003



0

>

Universitat de Girona

DEPARTAMENT DE BIOLOGIA

GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE
SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

Memoria presentada per a I'obtencié del grau de Doctor.
Dins del Programa de Doctorat de Biotecnologia de I'Institut de Tecnologia
Agroalimentaria, del Campus Agroalimentari de Girona, de I'Institut d’Ecologia
Aquatica, del Departament de Biologia i del Departament EQATA, de la

Universitat de Girona.

GLORIA TABARES CARRERAS

Girona, Desembre de 2003



Els Drs. ROSA PERACAULA MIRO i RAFAEL de LLORENS DURAN de
I'’Area de Bioquimica i Biologia Molecular del Departament de Biologia de la

Universitat de Girona

CERTIFIQUEN que:

El treball presentat en la memoria titulada ‘Glicosilaci6 aberrant en
proteines de secrecid com a marcadors tumorals’ s’ha portat a terme al
Laboratori ICS Girona de I'Hospital Universitari Dr. J. Trueta i a I'Area de
Bioguimica i Biologia Molecular del Departament de Biologia de la Universitat

de Girona.

El treball presentat en la memoria titulada ‘Glicosilaci6 aberrant en
proteines de secreci6 com a marcadors tumorals’ ha estat realitzat per Na

Gloria Tabarés Carreras sota la seva direccio.

Dra. Rosa Peracaula Mir6 Dr. Rafael de Llorens Duran

Girona, Desembre de 2003



Paci encia f. Qualitat, virtut,

de qui sap suportar els mals anb
fortitud, sense planyer-se’'n;
virtut cristiana oposada a la ira.
€ Qualitat de qui suporta anb
calma |’ espera d’ una cosa que

tarda, |a durada d' un treball

Diccionari de la Llengua Catalana

Institut d’Estudis Catalans



Ghﬂoma, Fma‘s de Novemgv‘e de 2003

Benvo‘gutg amics,

Com us poJWia agraivr, Jegpwég Je tots aquests anys, tot e‘ que L\eu Fet per mi. Tota ‘/mjuaa, e| suport,
la paciencia, les ﬁaHes/ els ca}t\es ..... tantes coses!

Selm Wta molt Ji%’ci‘ dirtho només amb la pmﬁau‘a GQAC|ES <tot i poga%‘a en mmjogcu‘e§> i tambe

em costa explicar-ho sense que sembli una carta trista. A\ixt doncs, amb molta il-lusié comencaré la llarga llista de
gent que esta inclosa en aquest enorme (SRACIES:

Com ja deveu suposar, hi ha una colla de persones a qui he d agrair especialment haver arribat a ompliv
totes aquestes pagines, per comencar, en avid i la meva familia, per la seva immensa paciencia.

Tambe a en [Rafa i la [Qosa per compartiv amb mi els seus coneixements i haver-me guiat en aquest camf
de la Ciencia. Sense oblidar els bons moments gaudits amb el grup: on [Rafa, la [Qesa, la Marta, la Goretti,
la Sivia, la avra i la Pilar. Que div del suport mutu en els problemes amb les cal-lules, els westerns i les bidis!

T ambeé m’agradaria donar les gracies a la gent del [_aboratori [CS Givona, especialment a la Nsria
i en Manel pel seus consells i la seva inestimable ajuda en la vecollida dels serums. Tambe dins de |'Hospital
m agradaria agraiv la seva col-laboracis en els diagnostics al Dr. Bernads, a la Dra. Fort i al Dr. Comet.
Un gracies especial a la [-undacis, a [Qoche i a les persones que han fet possible que economicament pogués
arvibar fins aqur.

No m’agradaria oblidar-me de nings, perd, per sort, durant aquests anys he conegut moltissimes
persones, aqu | fora d aqui. Per exemple, a Penzberg, he d agraiv fervorosament | ajuda i el suport que em déna
el D Hosel des d'alla i que em va donar quan jo vaig ser-hi, com tambeé les bones estones amb els companys del
laboratori, tot i |'esfore que havien de fer peraue jo no els entenia en alemany!

‘ aqul....aquf Lni Lva tanta gent a qui Jonmﬂ ‘es gracies, dque no sé per on continuar....potser pe‘s coﬁtee—

gir‘s, no ! M/Lwam ajuJaJc tant! Qué div de lo Goweiti, lo S(‘via/ la Lauwa, la D\"aw, lo Noem\/, lo Mawta/ o
Noe, ‘a Mmﬂga, ‘a Gis, en L‘u(g, ‘/Anna \J en ><evi, en Dep, |a Montse, H;‘ena/ ‘a \JUJ\{, ‘/Anna D

..... Segw’ que em deixo a‘g() (cosa terrible, ho §é>, perd sé que l Fareu extensives les gracies gegants que us dono
a tots.

‘ no oblido a la \pemqifa/ de B‘anes, pe‘g divertits caps de setmana entre Fawes i butis!

Ja aca%o/ només Jiwvos a|t7de cop GRAC“;S i F\mg Een aviat,
G‘&mia



A la meva familia
A en David



|. ESQUEMA DE TESI DOCTORAL

GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A
MARCADORS TUMORALS

Abreviatures

Nomenclatura especifica per anticossos

Il. RESUM
1. INTRODUCCIO GENERAL

l11.1. GLICOSILACIO

111.1.1. Glicosilacio i cancer
[11.2. Marcadors Tumorals

111.2.1. Definicid i caracteristiques

111.2.2. Exemples que existeixen i per a quina cancers i pg no funcionen

V. OBJECTIUS

El desenvolupament d’un metode diagnostic especific i sensible per a detectar el cancer de
prostata i de pancreas basat en I'estudi de les glicoproteines especifiques secretades per aquests
teixits. Especialment centrant-se en la diferent glicosilacié que poden presentar aquestes
proteines en situacié normal i tumoral.

> Determinar les diferéncies en la glicosilacié que presenta el PSA en situacio normal i
tumoral i utilitzar-ho com a possible marcador del cancer de prostata.
» Determinar les diferéncies en la glicosilacié que presenta 'RNasel en situacié normal i

tumoral i utilitzar-ho com a possible marcador del cancer de pancreas.

IV.1. capitol i: RNase

IV.1.1. Introducci6 (+objectius)

IV.1.1.1. Cancer de pancreas
IV.1.1.2. Caracteristiques proteiques i de sucres



I'V.1.1.3. Caracteristiques de funcid i situacio
IV.1.1.4. Caracteristiques de marcador tumoral

1V.1.2. Material i métodes

1V.1.2.1. Material basic

IV.1.2.2. Purificacio d’RNasel de medi de cultiu de cél-lules de cancer de pancreas
Cultiu cel lular
Heparina
MonoS
Vydac
IV.1.2.3. Caracteritzacio de la proteina al llarg de la purificacié
PAGE-SDS : tincié amb nitrat de plata
Western-blot
ELISA de quantificacié
IV.1.2.4. Caracteritzacio glucidica de la glicoproteina purificada
ELISA directe de detecci6 per anticossos de |’ RNasel
I'V.1.2.5. Caracteritzacié glucidica les glicoproteines no purificades
ELISA sandvitx per aladeteccié d' RNasel (de medis)
IV.1.2.6. Analisi estadistic, si cal, per corbes ROC.

I1V.1.3. Resultats i discussio (+conclusions)
IV.2. Capitol ii: PSA

1V.2.1. Introducci6 (+objectius)

IV.2.1.1. Caracteristiques proteiques i de sucres
IV.2.1.2. Caracteristiques de funcid i situacio
I'V.2.1.3. Caracteristiques de marcador tumoral

IV.2.2. Material i métodes
IV.2.2.1. Purificacié de PSA de medi de cultiu de cel-lules de cancer de prostata LNCaP

Cultiu cel lular
Cibacron-Blue
Gelfiltracio P60
Fase reversavydac C4
I\V.2.2.2. Purificacio de PSA de serum de malalt de cancer de prostata
Tiofilica
I'V.2.2.3. Caracteritzacio de la proteina al llarg de la purificacio
PAGE-SDS: tincié amb nitrat de plata
Western-blot
ELISA de quantificacid
IV.2.2.4. Caracteritzacio glucidica de la glicoproteina purificada
ELISA directe de deteccié per lectines del PSA
IV.2.2.5. Caracteritzacio glucidica les glicoproteines no purificades
Immunoadsorci6 indirecta per a detecci per Western blot de PSA
Immunoadsorcié indirecta per a detecci6 per ELISA de PSA
Marcatge dels anticossos
Trencament de launio PSA-ACT
ELISA sandvitx inversaamb lectines per a detectar PSA
Electroforesi bidimensional per adetecci6 de PSA
Tractament amb neuraminidasa
GISA per adetecci6 de PSA



1V.2.3. Resultats i discussio (+conclusions)

V. DISCUSSIO GENERAL

Purificacié de PSA de medi de cél-lules LNCaP i caracteritzacio glucidica
Resultats de glicosilacio del PSA purificat de medi LNCaP i de plasma seminal.

Resultats de glicosilacié de medi de cultiu de cél-lules LNCaP i de plasma seminal sa.
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Resultats de glicosilacié de serums de pacients control i de pacients de cancer de prostata

i d’hiperplasia benigna de prostata.

» Purificaci6 d’RNasel de medi de cel-lules de cancer de pancreas i caracteritzacio
glucidica.

» Resultats de glicosilacidé de I'RNasel purificada i no purificada de medis de cultiu
(comparar-ho amb resultats de glicosilacid de RNasel purificada de pancreas (Silvia)) i
amb els resultats d’utilitzar la proteina coma a marcador i no la glicosilacio.

» Discussié general comparant les diferents técniques de caracteritzacié glucidica

utilitzades i els resultats obtinguts en situacio normal i tumoral i en serums i si pot

utilitzar-se per al diagnostic.

VI. CONCLUSIONS
VIl. REFERENCIES
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ABREVIATURES

AAA
AAT
ACT
AMG
Ang
ANOVA
AP
AR
ATCC
Bi
BMS
BSA
CEA
col.
ConA
CPN
DEAE
DHT
Dig
DMEM

DRE
DSL
DTT
ECL
ECP
EDN
EGF

ELISA
FAP
FBS
FL
FPLC

Fuc
Gal

GalNAc
GISA

Longitud d’ona

Lectina d’Aleuria aurantia
al-antitripsina
al-antiquimiotripsina
a2-macroglobulina

Angiogenina o RNasa 5

Analisi de variancies

Fosfatasa alcalina

Receptor d’androgens

American Type Culture Collection
Biotina

Suplement de medi basal
Alblimina seérica bovina

Antigen carcinoembrionari
Col-laboradors

Lectina Concanavalina A
Sialidasa de Clostridium perfringens
Dietilaminoetil
Dihidrotestosterona

Digoxigenina

Medi de cultiu minim d’Eagle modificat
per Dulbeco

Tacte rectal digital

Lectina de Datura stramonium
Ditiotreitol

Lectina d’Erythrina cristagelli
Proteina cationica d’eosinofil
Neurotoxina derivada d'eosinofil

Factor de creixement epidermic

Assaig d'immunoabsorcié lligat a enzim
Proteina fetoacinar pancreatica

Serum fetal bovi

Fluoresceina

Fast Performance Liquid
Chromatography

Fucosa

Galactosa

N-acetilgalactosamina

Assaig d'immunoabsorcié associat a
activitat sialiltransferasa

hK1

hk2

IATI

IdA

IGF-1

LEL

LeY

mA

MAA

Man

NANI

neo
NeuAc, Sia
N-terminal
PAGE
PAP

PCa

PCI

PEG

pl

PIN

PNGasa F
POA

POD
poliC
poliu
proPSA
PSA, hK3

PSMA

RIA

RMN
RNasa
RPMI-1640

SA
SA-POD

SDS

sLe

Kalikreina humana 1 o pancreatorenal

Kalikreina humana 2 o glandular
Inhibidor d'inter-a-tripsina

Acid iduronic

Factor de creixement similar a insulina
Lectina de Lycopersicon esculentum
Antigen glucidic Lewis”

Mil-liampers

Lectina de Maackia amurensis
Manosa

Sialidasa de Streptococcus pneumoniae
Neoplasia

Acid sialic o acid N-acetil neuraminic
Aminoterminal

Gel d’electroforesi de poliacrilamida
Fosfatasa acida prostatica

Cancer de prostata

Inhibidor de proteina C

Polietilenglicol

Punt isoelectric

Neoplasia intraepitelial

N-glicosidasa F

Antigen oncofetal pancreatic
Peroxidasa

Acid policitidilic

Acid poliuridilic

Forma proenzimatica del PSA

Antigen prostatic especific o kalikreina
humana 3

Antigen prostatic especific de membrana
Radioimmunoassaig

Ressonancia magnetica nuclear
Ribonucleasa

Medi de cultiu minim per cél-lules de
mamifers

Estreptavidina

Estreptavidina unida a peroxidasa

Dodecilsulfat sodic

Antigen glucidic sialil-Lewis




Glc
GlcA
GIcNAc
GnRH

GPI
H2

Glucosa
Acid glucordnic
N-acetilglucosamina

Hormona alliberadora de
gonadotropines

Glicofosfolipid
Antigen glucidic H2

sLe
SNA
ST

STL

Xyl

Antigen glucidic sialil-Lewis*
Lectina de Sambucus nigra
Sialiltransferasa

Lectina de Solanum tuberosum

Testosterona

Xilosa




NOMENCLATURA D’ANTICOSSOS

AcM<Dig>R-1.71.256-IgG-Bi
AcM<Htipus2>R-Olel9
AcM<Le’>R

AcM<PSA>R-M30-Fab-Bi

AcM<PSA>R-M30-Fab-Dig

AcM<PSA>R-M30-Fab-Dig-Bi

AcM<PSA>R-M36-Fab-Bi

AcM<PSA>R-M36-Fab-Dig

AcM<PSA>R-M36-Fab-Dig-Bi

AcM<PSA>R-M66-POD
AcM<sLe®>R
AcM<sLe*>R-CSLEX1

AcP<Dig>0v-Fab-POD

AcP<FL>OwFab-POD

AcP<IgGconill>Ca-POD

AcP<IgGratoli>Ca-POD
AcP<IgYgallina>A-POD
AcP<PSA>C
AcP<RNasal>C
AcP<RNasal>G

Anticds monoclonal de ratoli contra digoxigenina, marcat amb biotina
Anticos monoclonal de ratoli contra I'antigen glucidic Htipus2
Anticds monoclonal de ratoli contra I'antigen glucidic Le”

Part Fab de I'anticos monoclonal de ratoli contra PSA lliure, marcat amb
biotina

Part Fab de I'anticos monoclonal de ratoli contra PSA lliure, marcat amb
digoxigenina

Part Fab de I'anticos monoclonal de ratoli contra PSA lliure, marcat amb
digoxigenina i biotina

Part Fab de I'anticos monoclonal de ratoli contra PSA total, marcat amb
biotina

Part Fab de I'anticos monoclonal de ratoli contra PSA total, marcat amb
digoxigenina

Part Fab de I'anticos monoclonal de ratoli contra PSA total, marcat amb
digoxigenina i biotina

Anticos monoclonal de ratoli contra PSA, marcat amb peroxidasa
Anticds monoclonal de ratoli contra I'antigen glucidic sLe?®
Anticds monoclonal de ratoli contra I'antigen glucidic sLe*

Part Fab de I'anticds policlonal d’ovella contra digoxigenina, marcada
amb peroxidasa

Part Fab de I'anticos policlonal d’ovella contra fluoresceina, marcada amb
peroxidasa

Anticos policlonal de cabra contra IgG de conill, marcat amb I'enzim
peroxidasa

Anticos policlonal de cabra contra IgG de ratoli, marcat amb peroxidasa
Anticos policlonal d’ase contra IgY de gallina, marcat amb peroxidasa
Anticos policlonal de conill contra PSA

Anticos policlonal de conill contra RNasal

Anticos policlonal de gallina contra RNasal
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1. RESUM

Als paisos desenvolupats, una de cada cinc persones morira a causa del cancer. S’ha
descrit que les cél-lules canceroses presenten modificacions en els glicans presents a la
superficie cel-lular i aquesta glicosilaci6 anomala podria reflectir-se en les glicoproteines
de secrecid. Per aquest motiu es planteja I'estudi de la glicosilacié de dues proteines de
secrecio en situacié normal i tumoral: la ribonucleasa pancreatica humana (RNasa 1) i
I'antigen prostatic especific (PSA).

La RNasa 1 és una glicoproteina secretada majoritariament pel pancreas. S’ha
desenvolupat un metode immunologic per a detectar els nivells de RNasa 1 en sérum.
Malgrat la millora de la sensibilitat, respecte d’estudis anteriors, no s’han observat
diferéncies significatives entre la concentracié de RNasa 1 en sérum de pacients control
sans, afectats de neoplasia pancreatica, de pancreatitis o d’altres patologies.

L'estudi de les estructures glucidiques de la RNasa 1, mitjangant assaigs
immunologics, permet observar diferéncies importants en la glicosilacié entre la situacié
normal i tumoral: Els antigens sialilats sLe* i sLe® només apareixen en la RNasa 1 de
medi de cultiu de cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic Capan-1 i MDAPanc-3 i I'antigen
fucosilat Le’ només apareix en la RNasa 1 de pancreas de donant.

S’ha purificat la RNasa 1 secretada per la linia MDAPanc-3, cosa que ha permeés
seqlienciar-ne les estructures glucidiques i compararles amb les de la RNasa 1
purificada del medi de les ceél-lules Capan-1 i de pancreas de donant, corroborant els
resultats abans esmentats.

L’antigen prostatic especific (PSA) és una glicoproteina secretada principalment per la
prostata. Els seus nivells sérics s'utilitzen actualment com a marcador del cancer de
prostata, pero la seva especificitat no permet diferenciar clarament una situacié benigna
d’'una maligna.

La purificacié i caracteritzaciéo glucidica del PSA secretat per les célllules de
carcinoma prostatic LNCaP mostren diferéncies molt clares amb la glicosilacié que
presenta el PSA purificat de plasma seminal de donant.

Principalment, el PSA present en situacié tumoral, purificat de les cél-lules de
carcinoma prostatic, no conté acid sialic, perd presenta nivells més alts de fucosilacio
que el PSA en situacié normal. El PSA purificat de plasma seminal de donant si que
conté acid sialic. Aquests resultats s’han obtingut mitjangant assaigs immunologics amb
deteccié per lectines i s’han corroborat per sequienciacié glucidica.

D’acord amb les estructures glucidiques que millor dferencien el PSA de situacid
normal i tumoral, s’ha portat a terme la caracteritzacié glucidica de mostres biologiques
gue contenen PSA. S’han desenvolupat diferents assaigs immunologics de deteccio per
lectines o0 associats a I'activitat sialiltransferasa, amb un enriquiment previ en PSA per
immunoadsorci6 indirecta o cromatografia per interaccié tiofilica.

Els resultats dels diferents assaigs permeten concloure que el PSA del sérum de
pacients de neoplasia prostatica presenten un contingut en acid sialic similar al del
plasma seminal de donant, encara que sobn lleugerament menys sialilats. Aquests
resultats s’adiuen amb els determinats sobre mostres de PSA purificat.

La separacio del PSA per electroforesi bidimensional mostra diverses formes amb pl
acid en el PSA de plasma seminal, explicades per la preséncia d’acid sialic. Es detecten
formes de pl més basic que el teoric per al PSA en el secretat per les cel-lules LNCaP,
que correspon a formes pPSA. Al serum de pacients de neoplasia prostatica s'hi
observen formes sialilades.

Les proteines de secrecid, RNasa 1 i PSA, es troben alterades a nivell glucidic en
situacio tumoral, cosa que podria ser d'utilitat per a finalitats diagnostiques.
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2. RESUMEN

En los paises desarrollados una de cada cinco personas morira a causa del cancer.
Las células cancerosas presentan modificaciones en los glicanos presentes en la
superficie celular y esta glicosilacién anémala podria reflejarse en las glicoproteinas de
secrecion. Por este motivo se plantea el estudio de la glicosilacién de dos proteinas de
secrecion en situacion normal y tumoral: la ribonucleasa pancreatica humana (RNasa 1)
y el antigeno prostético especifico (PSA).

La RNasa 1 es una glicoproteina secretada mayoritariamente por el pancreas. A
pesar del establecimiento de un método inmunolégico mas sensible, respecto de los
descritos anteriormente, para la deteccidn de los niveles séricos de esta glicoproteina, no
se han observado diferencias significativas entre la concentracion de RNasa 1 en sueros
de pacientes ocontrol sanos, afectados de neoplasia pancreatica, de pancreatitis o de
otras patologias.

El estudio de las estructuras glucidicas de la RNasa 1, mediante ensayos
inmunolégicos, permite observar diferencias importantes en la glicosilaciéon entre la
situacién normal y tumoral: Los antigenos sialilados sLe* y sLe® solamente aparecen en
la RNasa 1 de medio de cultivo de células de adenocarcinoma pancreatico Capan-1y
MDAPanc-3 y el antigeno fucosilado Le” sélo en RNasa 1 de pancreas de donante.

Se ha purificado la RNasa 1 secretada por la linea MDAPanc-3, lo que ha permitido
secuenciar sus estructuras glucidicas y compararlas con las de la RNasa 1 purificada del
medio de las células Capan-1 y de pancreas de donante, corroborando los resultados
antes mencionados.

El PSA es una glicoproteina secretada principalmente por la préstata. Sus niveles
séricos se utilizan actualmente como marcador del cancer de préstata, pero su
especificidad no permite diferenciar claramente una situacion benigna de una maligna.

La purificaciéon y caracterizaciéon glucidica del PSA secretado por las células de
carcinoma prostatico LNCaP muestran diferencias muy claras con la glicosilacion que
presenta el PSA purificado de plasma seminal.

Principalmente, el PSA presente en situacién tumoral, purificado del medio de cultivo
de células de carcinoma prostatico, no contiene acido sialico, pero presenta niveles mas
altos de fucosilacion que el PSA en situacion normal. EI PSA purificado de plasma
seminal de donante si presenta acido sialico. Estos resultados se han obtenido mediante
ensayos inmunolégicos con deteccion por lectinas y se han corroborado por
secuenciacidn glucidica.

De acuerdo con las estructuras glucidicas que mejor diferencian el PSA de situacion
normal y tumoral, se ha llevado a cabo la caracterizacidon glucidica de muestras
biolégicas que contienen PSA. Se han desarrollado diversos ensayos inmunoldgicos de
deteccién por lectinas o asociados a actividad sialiltransferasa, con un enriquecimiento
previo en PSA por inmunoadsorcién indirecta o cromatografia por interaccién tiofilica.

Los resultados de los diferentes ensayos concluyen que el PSA del suero de
pacientes de neoplasia prostatica presenta un contenido en acido sialico similar al del
plasma seminal de donante, aunque se encuentran ligeramente menos sialilados. Estos
resultados concuerdan con los determinados sobre muestras de PSA purificado.

La separacién del PSA por electroforesis bidimensional muestra varias formas de pl
acido en el PSA de plasma seminal, explicadas por la presencia de acido sidlico. Se
observan formas de pl mas bésico que el tedrico para el PSA, secretado por las células
LNCaP, que corresponde a formas pPSA. En el suero de pacientes de neoplasia
prostatica se encuentran formas sialiladas.

Las proteinas de secrecion, RNasa 1 y PSA, se encuentran alteradas a nivel glucidico
en situacion tumoral, cosa que podria ser de utilidad para fines diagnésticos.
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3. SUMMARY

Roughly one person in five, in the developed countries of the world, will die of cancer.
Cancer cells show modified glycans in their plasma membranes and this anomalous
glycosylation could be reflected in secreted proteins. For this reason, the main objective
is to study the glycosylation of two secreted proteins in normal and tumour situation:
human pancreatic ribonuclease 1 (RNase 1) and prostate specific antigen (PSA).

Human pancreatic ribonuclease 1 (RNase 1) is a glycoprotein mainly secreted by the
pancreas. An immunological method has been developed to detect the RNase 1 levels in
serum. But, there are no significant differences observed in RNase 1 serum concentration
in healthy control patients and patients affected of pancreatic cancer, pancreatitis and
other pathologies.

To study the glycan structures of RNase 1, different immunoassays have been used.
Important differences have been observed in the glycosylation between RNase 1 from
healthy pancreas and from cell culture medium of pancreatic adenocarcinoma cell lines,
Capan-1 and MDAPanc-3. The sialylated antigens sLe* and sLe® appear only in tumour
RNase 1 and the fucosylated Le’ only in normal situation.

RNase 1 has been purified from MDAPanc-3 cell culture media. This has allowed its
glycans sequencing, and the confirmation of the glycan differences, in comparison with
RNase 1 purified from Capan-1 cell medium and healthy pancreas.

Prostate specific antigen (PSA) is a glycoprotein secreted mainly by the prostate. PSA
serum levels are used at present as a marker for prostate cancer, but its specificity does
not allow the differentiation between benign and malign situations.

Purification and characterization of PSA glycans secreted by the prostate carcinoma
cell line LNCaP show clear differences with the glycosylation of PSA purified from
seminal plasma.

PSA purified from tumour situation, secreted by the prostate carcinoma cell line
LNCaP, does not contain sialic acid, but shows higher levels of fucosylation than PSA
from normal situation. PSA in seminal plasma from a healthy donor has sialic acid. These
results have been obtained developing different immunological assays with lectin
detection and glycan sequencing has corroborated them.

Glycan characterization of PSA from different biological fluids, without previous
purification, has been done by immunological assays with lectin detection and by
determination of sialyltransferase activity.

The results of these different assays conclude that PSA from serum of a prostate
cancer patient show a similar sialic acid content than PSA from seminal plasma, but less
sialylated. These results agree with those determined with purified PSA samples.

By two-dimensional electrophoresis, seminal plasma PSA shows different spots at
acid pl, what could be explained by the presence of sialic acid. PSA from LNCaP cell
medium does not show any form at acid pl, but there are different spots at basic pl that
correspond to proPSA isoforms. PSA from serum of prostate cancer patients shows
sialylated forms.

RNase 1 and PSA are aberrantly glycosylated in tumour situation what could be useful
for diagnosis purposes.

13
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1. GLICOSILACIO

3.1. Els glicoconjugats

Els glicoconjugats son presents a tots els organismes vius, des de bacteris a
plantes superiors i animals. Moltes de les molecules naturals amb activitat biologica
son glicoconjugats.

Els glicoconjugats sén compostos on una 0 mes subunitats monosacarides o
oligosacarides (el glico) es troben unides covalentment a una part no carbohidrat
(I"'aglico). Els glicoconjugats més comuns trobats en cél-lules eucariotes es defineixen
d’acord amb el tipus d’unié del nucli oligosacarid (glica) a I'aglico (proteina o lipid);
(fig. 1).

La biosintesi, I'estabilitat, I'accid i la renovaci6 d’aquestes molecules en els

organismes vius esta influenciada pels glicans que porten units (Varki i col., 1999).

Glicoproteines/proteoglicans
NG
' ~
N-glicans  glicosaminoglicans
— codi
| b G Glicolipid GPI d’ancoratge
QO Man M O- gllcans e
BN RN Gicnac " \
D s : SerThre IH‘
& Hexa asn— ““”’ W
v Xy B OUTSIDE '!' ’
¥ i A O " Membrana
RRHAICHRRERISRARRRT N0 e
Gal T '}\ L 4 plasmatica
.: Gl J‘I ﬂf:'il_hﬂj'_afﬁh; r{lﬁi cél-lula
- i c INSIDE. animal
SefThr”

Figura 1: Principals tipus dels glicoconjugats més comuns en animals (GPI: glicofosfolipid).
Extret i modificat de Varki i col. (1999).

Els glicoconjugats que es troben als sistemes biologics presenten només alguns
tipus de monosacarids, formant part dels glicans, amb un nombre limitat de
combinacions. Tanmateix, aquests monosacarids poden generar moltes variacions
possibles i estructures diferents no sempre lineals, que augmenten molt la
complexitat dels glicans. Els nucleotids o els aminoacids, en canvi, generen sempre

polimers lineals i la complexitat que poden presentar és menor, en aquest sentit.
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Una glicoproteina és un glicoconjugat en el qual la proteina porta una 0 més
cadenes oligosacarides unides covalentment a I'estructura polipeptidica, normalment
per unions de tipus N- 0 O-.

Un N-glica és un oligosacarid amb unié covalent tipus N sobre un residu
d’asparagina (Asn) d’una cadena polipeptidica que conté la sequiencia peptidica
consens: Asn-X-Ser/Thr (on X és qualsevol aminoacid excepte Pro). Els N-glicans
comparteixen una regié nucli pentasacarida i es poden classificar en tres tipus
principals: tipus ric en manoses, tipus complex i tipus hibrid (fig. 2).

Un O-glica és un oligosacarid amb unié tipus O-(Ser/Thr). Normalment, esta unit
al polipéptid via N-acetilgalactosamina (GalNAc), a un residu de serina o treonina i
presenta una varietat important de classes de nucli (core) diferent.

Tipus ric en manoses
sn

> Tipus hibrid

Tipus complex

O N-Acetilglucosamina (GIcNAC)
O Manosa (Man)

Figura 2: Classificacio d’estructures del tipus N-glicans a eucariotes. Extret de Fukuda i
Kobata (1993).

Un ancoratge del tipus glicofosfolipid és una unio tipus glica entre un
fosfatidilinositol i una fosfoetanolamina unida per un enllag amida al terminal
carboxil d’'una proteina. Aquesta estructura constitueix I'Unic ancoratge per a
proteines a la bicapa lipidica de les membranes cel-lulars (Varki i col., 1999).
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Les estructures glucidiques unides a lipids de la membrana cel-lular constitueixen
els glicolipids.

La funcidé biologica dels glicans no esta clara, pero se n’han suggerit dues de
principals: la primera seria una funcié estructural i moduladora, i l'altra seria una
funcid de reconeixement per part d’altres molécules (normalment receptors cel-lulars
o lectines). Aquesta segona funcié pot donar-se de manera endogena o reconeixer

agents exogens, funcionant com a receptors de patogens o toxines.

3.2. Els monosacarids

Els glicans o carbohidrats es defineixen com a polihidroxialdehids o
polihidroxiacetones, 0 com a compostos més llargs que poden ser hidrolitzats a
aquestes subunitats. Un monosacarid és un carbohidrat que no pot ser hidrolitzat a

una unitat més simple.

Els monosacarids més comuns trobats en els oligosacarids d’animals superiors sén
els seglients (les corresponents estructures es poden observar a la figura 3):

Acids sialics: Familia de sucres acidics de nou carbonis, anomenats
genéricament com a Sia El més coml d'aquesta familia és I'acid N-
acetilneuraminic (anomenat Neu5Ac o NeuNAc 0 NeuAc o NANA).
Hexoses: Sucres neutres de sis carbonis, que inclouen la glucosa (Glc), la
galactosa (Gal) i la manosa (Man).
Hexosamines: Hexoses amb un grup amino a la posicio 2, que poden
presentar-se lliures 0, més comunament, N-acetilades: N-acetilglucosamina
(GIcNAC), N-acetilgalactosamina (GalNACc).
Deoxihexoses: Sucres neutres de sis carbonis sense el grup hidroxil a la
posicio 6, anomenats fucoses (Fuc).
Pentoses: Sucres de cinc carbonis, xilosa (Xyl).
Acids uronics: Hexoses amb un carboxilat carregat negativament a la posicid
6, acid glucoronic (GlIcA) i acid iduronic (1dA).
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CH,OH

H OH

B-D-Glucosa(Glc) B-D-Galactosa (Gal)
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CH,0H &)
OH
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H
OH H
H OH
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Acid glucerdnic (GlcA)

Figura 3: Estructures dels monosacarids més comuns trobats en animals superiors
(projeccions de Haworth). La numeracié utilitzada pels carbonis s’indica a I'estructura de la
b-D-glucosa.

En plantes, animals inferiors i bacteris apareixen d’altres monosacarids. També
existeix una amplia varietat de modificacions dels monosacarids que augmenten la
seva diversitat a la natura i serveixen, freqientment, per a realitzar funcions
biologiques determinades. Aixi, els grups hidroxil de diferents monosacarids poden
presentar fosforilacions, sulfatacions, metilacions, O-acetilacions o altres acilacions.
Els grups amino presents poden romandre lliures o esdevenir N-acetilats 0 N-
sulfatats (Varki i col., 1999).

Els monosacarids poden formar enllacos glicosidics a o b amb qualsevol de les
diferents posicions d’un altre monosacarid en una cadena o amb un altre tipus de
molecula. L'enllag glicosidic implica la unid6 d'un monosacarid a un altre,
normalment, via el grup hidroxil del centre anomeéric. Aquest enlla¢c pot ®r a o b,
depenent de la relacio espaial entre el grup hidroxil del carboni anomeéric i el grup

hidroxil del carboni 5. Per a il-lustrar aquest enllag glicosidic, es mostra a la figura 4 el
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disacarid N-acetilactosamina (LacNAc), format per la unio per enllag b1-4 entre Gal i

GIcNAc, molt comu en diferents tipus de glicans.

OH

er
c=0
LacNAc (Galp1-4GIcNACc) |
CH,

Figura 4. Disacarid N-acetilactosamina (LacNAc). Unié bl-4 entre Gal i GIcCNAC.

3.3. Biosintesi de N-glicans

La biosintesi dels glicoconjugats requereix la conversié dels monosacarids a sucres
activats per la unio de nucleotids monofosfat o difosfat. Aquests sucres activats
transferiran els monosacarids a diferents acceptors mitjancant glicosiltransferases
especifiques.

Moltes proteines de secrecio estan glicosilades, es a dir, son glicoproteines.
Aquestes son complexos que inclouen proteines estructurals, molécules actives
biologicament o lligands d’adhesid cel-lular (Brockhausen i col., 1998). El present
treball se centrara en I'estudi dels N-glicans de glicoproteines, d’aqui que s’esmenti
breument la seva biosintesi.

Com es pot observar a la figura 5, el primer pas en la sintesi d’N-glicans és la
formacio d’un precursor oligosacarid de 14 residus unit a un lipid de membrana en el
reticle endoplasmic rugds (ER). Aquest oligosacarid es forma sobre un lipid portador,
el dolicol (Dol). El primer sucre activat s’'uneix al dolicol per un enllag pirofosfat
d’elevada energia. Després s’hi uniran els monosacarids activats UDP-GICNAC i
GDP-Man per a formar el precursor MansGIcNAc2-PP-Dol, a la cara citosolica del
reticle endoplasmic rug6s. La sintesi continua a la cara luminal després d'un

intercanvi a través de la membrana mitjangant un mecanisme de flip-flop. En aquest

punt, quatre residus de Man i tres de Glc s’'uneixen, formant I'oligosacarid precursor
de 14 residus GlcsMangGIlcNAc,-PP-Dol.
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Figura 5: Esquema del procés de sintesi dels N-glicans. [ER: reticle endoplasmic; { )
GIcNAc, (*) Man, (? ) Glc, (°) Gal, (" ) Sial i ( ? ) Fuc]. Extret de Varki i col. (1999).

A eucariotes, un complex proteic de la membrana del reticle endoplasmic
transfereix el precursor glucidic activat als residus d’asparagina de proteines en procés
de sintesi. Aquest complex proteic s'anomena oligosacariltransferasa (OST). S'utilitza
I'energia de I'enllag fosfat per a activar la transferéncia de I'oligosacarid precursor a
una asparagina consens d’un polipéptid en sintesi al lumen del reticle endoplasmic
rugos (Alberts i col., 2002).

A partir d’aquest punt es porta a terme el processat de les estructures
oligosacarides. Aquest comenga al reticle endoplasmic rugés amb I'alliberament de les
glucoses de l'oligosacarid transferit a la proteina, per I'accid de dues glucosidases.
L’alliberament dels residus de Glc esta associat als mecanismes de plegament proteic i
contribueix al temps de retencié d’una glicoproteina al reticle endoplasmic.

La proteina es plega i se’'n poden modificar les estructures glucidiques per I'accid
d’'una serie de manosidases. La proteina sintetitzada pot adquirir una estructura

oligomanosa, essent del tipus ric en manoses. Pot continuar el seu processament a

I'aparell de Golgi, on una serie de glicosidases i glicosiltransferases poden anar
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modificant les cadenes oligosacarides fins a obtenir estructures del tipus hibrid o del
tipus complex (figs. 2 i 5); (Varki i col., 1999; Opdenakker i col., 1993).

3.3.1. Classificaci0 i diversitat dels N-glicans

Les cadenes N-glucidiques de tipus hibrid o complex presenten sovint la unié
entre Gal i GICNAc amb enllagos del tipus b1-3 o0 b1-4, que generen estructures de
tipus 1 i 2, respectivament. Aquestes estructures sén un substrat que accepta
multiples modificacions, que inclouen I'addiccio de Fuc i NeuAc, donant lloc a
antigens tipus Lewis (figura 6). Aquestes estructures estan generades per I'accio de
diferents glicosiltransferases especifiques responsables de la glicosilacié terminal de
les cadenes de carbohidrats dels diferents glicoconjugats (Kim i Varki, 1999; Fukuda i
Kobata, 1993).

TIPUS 1 TIPUS 2
<>/I-R @0/.—R O—a-r O—8-R
: & @ *. @
@ H1 * Sialil-Lewis? H2 Sialil-LewisX

@ R @ R <)—!—R <_)—’—R
gy § 69

Lewis? @ LewisP® Lewis* LewisY

— enllag 1-4
GlcNAc ()galactosa | enllag 1-2 / c b<|afta
Y icid sialic € fucosa enllag 1-3 afra

Figura 6: Estructures glucidiques del grup Lewis, tipus 1 i 2.

3.4. Molécules que reconeixen sucres: les lectines

Les lectines sén proteines o glicoproteines que s'uneixen als carbohidrats sense
modificar-los. S6n presents en animals, plantes i microorganismes.

En el present treball s'utilitzen lectines procedents de plantes, concretament les
llistades a la taula 1.
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La majoria de plantes contenen una o més proteines d’'unié a sucres del tipus
lectina. Tot i que la funcié que hi desenvolupen encara s’estudia, es coneix que
moltes sén multivalents i son capaces d’aglutinar cél-lules. Donat que les lectines es
diferencien en el tipus d’estructura glucidica que reconeixen amb una determinada
afinitat, son utils en la caracteritzacid dels glicoconjugats (Rhodes i Milton, 1993;
Fukuda i Kobata, 1993; Kim i Varki, 1999).
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Nom Origen Especificitat

AAA | Aleuria aurantia L-Fuca + GIcNAc

DSL | Datura stramonium Galf3(1-4)GIcNAc R(1-6) Man o Gal3(1-4)GIcNAc 3(1-2) Man
ECL | Erythrina cristagelli Galf3(1-4)GIcNAc o Gal3(1-4)GalNAc

LEL Lycopersicon esculentum Gal3(1-4)GIcNAc R(1-3),GalR(1-4)GIcNAc

MAA | Maackia amurensis Sia(a2-3)Galf3(1-4)Glc o Sia(a2-3)Gal3(1-4)GIcNAc

SNA | Sambucus nigra Sia(a2-6)Gal o Sia(a2-6)GIcNAc o Sia(a2-6)GalNAc

STL Solanum tuberosum GIcNAc

Taula 1: Lectines utilitzades en el present treball. S’hi indica el nom de I'espécie vegetal de la
que provenen i les estructures glucidiques que reconeixen. Extret de Rhodes i Milton (1998) i
Fukuda i Kobata (1993).

2. EL CANCER

El cancer és una malaltia caracteritzada pel creixement excessiu i descontrolat de
cél-lules que envaeixen i malmeten teixits i organs, podent provocar la mort de
I'individu. Es una patologia d’origen clonal perqué esta provocada per la propagacio
d’'una sola cel-lula. Aixi, un tumor apareix degut a la descoordinacié entre els
processos de proliferacio i diferenciacid, que es troben estrictament regulats en
situacié normal (Cross i Dexter, 1991) (fig. 7).

Les cél-lules canceroses estan definides per dues propietats d’heréncia cel-lular: es

reprodueixen malgrat les restriccions rormals del teixit, i envaeixen i colonitzen

zones reservades normalment per a d’altres cél-lules (Alberts i col., 1994).
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CEL-LULES CEL.LULES MEJLTIPLICACIO DE CANCER
NORMALS ANORMALS CEL-LULES ANORMALS  INVASIUO
(cancer localitzat) MALIGNE

MEMBRANA
BASAL

VAS LIMFATIC

VAS SANGUINI

CANCER PRIMARI

INVASIO LOCAL

ANGIOGENESI

Els tumors produeixen els seus
propis vasos sanguinis

VAS LIMFATIC
MEMBRANA BASAL

:_ - é? METASTASI

g Les céllules surten del
tumor primari i envaeixen
altres parts del cos, via
vasos sanguinis i limfatics
formant TUMORS
SECUNDARIS end’altres

VAS SANGUINI organs

Figura 7: Esquema del procés canceroés a partir d’una cél-lula normal. Extret i modificat de
WWw.susnmart.com.au.

La cel-lula que ha patit una mutacié sera una cél-lula anormal, pero si no prolifera
més que les cél-lules veines normals, no produira cap mal significatiu. Si la seva
proliferacié esta fora de control, es produira un tumor primari o neoplasma —una
massa de cel-lules anormals creixent inexorablement. Quan les cél-lules neoplastiques
romanen agrupades en una massa Unica, es diu que el tumor és benigne i, generalment,
pot aconseguir-se una curacio completa per resseccid quirurgica. En canvi, un tumor
es considera maligne, si les seves cel-lules tenen la capacitat d’envair el teixit
circumdant. Aguesta capacitat invasora implica, normalment, I’habilitat d’alliberar-se
del teixit, entrar al torrent sanguini o als vasos limfatics i poder formar tumors
secundaris o metastasi en altres teixits del cos. La capacitat d’envair pot donar-se,

també, per la sintesi de nous vasos sanguinis promoguda per factors de creixement
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sintetitzats pel mateix tumor, procés que s'anomena angiogenesi. Quan més

ampliament es produeixin metastasi, més dificil sera d’eradicar el cancer (Alberts i
col., 1994).

3.5. Incidéncia del cancer

El Programa Europa Contra el Cancer ha aconseguit disminuir el nombre de
morts per cancer estimades per a I'any 2000, amb un seguit de mesures preventives.
Aix0 ha fet que aquest nombre només augmentés un 11% entre 1985 i 2000, en el
context d’Europa. Tanmateix, en el cas concret d’Espanya, tradicionalment amb una
incidencia de cancer baixa (188 casos/100000 hab.), el nombre de morts per cancer
entre 1985 i 2000 ha augmentat un 41% (Boyle i col., 2003), essent la taxa de
mortalitat I'any 2000 de 128 casos/100000 hab. (dades extretes de la base de dades
‘Globocan 2000).

Aquests autors suggereixen que la causa d’aquest augment és la manca de lluita
contra el tabaquisme i I'endarreriment en la implantacié de programes de deteccio

precog del cancer a Espanya.

Pel que fa a la provincia de Girona, la taxa d’incidéencia de cancer per sexes és de
94 casos cada 100000 dones i de 130 casos cada 100000 homes. A la figura 8 es
mostra la distribuci6 espacial de la taxa d’incidencia de cancer en dones i homes a les
diferents poblacions gironines, on s’hi observen lleugeres diferéncies de distribucid

depenent del sexe.

Les taxes d’incidencia i de mortalitat son diferents depenent del tipus de cancer. Si
es prenen les dades estadistiques del ‘Cancer Statistics, 2003’, preses a la poblacio del
Estats Units durant I'any 2000 i estimant els nombres per a I'any 2003, s'observa que:
Pel que fa al cancer de pancreas, el nombre de casos detectats i el nombre de morts
son iguals (20 morts/100000 hab.), essent el cancer que ocupa el quart lloc en
nombre de morts. Pel que fa al cancer de prostata, és el que presenta un nombre de
casos superior en homes (amb una taxa d’incidencia de 138 casos/100000hab.),
juntament amb el cancer de mama, en dones, comparant-lo amb la resta de tipus de

cancer. Tanmateix, pel que fa al nombre de morts, el cancer de prostata ocupa el
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cinqué lloc (18 morts/100000hab.), darrera del cancer de pulmd, colon, mama i

pancreas (Jemal i col., 2003).

Standardsed Incidence Rates Al cancer incidance [femalas)
0- 081 Standgt_d;gglncldenca Rales. AR cancer incidence (makes)
NG3-082 3
092-112 E““‘“-E‘
112- 263 091-11
24

Figura 8: Distribucio espacial de la incidencia de cancer total a la provincia de Girona per
poblacions; a) en dones i b) en homes. Gentilesa del Dr. M. Saez de la Universitat de Girona.

Per a disminuir la mortalitat causada pel cancer hi ha tres estratégies: a) disminuir
la taxa d’incidencia de la malaltia, que comporta el coneixement profund de I'etiologia
del procés canceros per a cada tipus de cancer en concret; b) la deteccié precog del
cancer, desenvolupant i millorant les técniques de diagnosi i seguiment del cancer,
aixi com el desenvolupament i millora de marcadors tumorals més sensibles i
especifics; i c) la millora en els tractaments existents, tant en les técniques
quirargiques i de radiacié, com en el desenvolupament de noves terapies (Brawer,
1999).

3.6. Els marcadors tumorals

Es poden considerar marcadors tumorals totes aquelles substancies produides per
les cel-lules neoplastiques, o induides per I'organisme afectat per la preséncia d’'un

tumor maligne. La mesura de la seva concentracié en serum o en daltres fluids
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biologics, o la deteccid de la seva preséncia a teixit, reflecteixen el creixement o
I'activitat del tumor (Molina i col., 1997).

Hi ha quatre possibles aplicacions dels marcadors tumorals amb valor clinic: el
diagnostic, el pronostic, el seguiment de la malaltia i de la resposta a la terapia, i la
detecci6 de les possibles recaigudes (Lamerz, 1999).

La valoracié de la validesa d’un marcador tumoral es determina per la seva
sensibilitat i especificitat. Es defineix especificitat com la freqiiencia de pacients amb
diagnostic negatiu respecte de tots els pacients no afectats per la malaltia. 1 es
defineix sensibilitat com la freqiiéncia de pacients diagnosticats de la malaltia respecte
de tots els pacients afectats (fig. 9). L’especificitat i la sensibilitat varien en sentit
invers, és a dir, si s'observa un augment en el nombre de casos detectats, cosa que

representa un augment de la sensibilitat, generalment aixd implica una perdua

d’especificitat.
Cancer

Present Absent
- a b

Positiu .

+ o+ fals positiu
Examen

Negatiu ¢ . d

fals negatiu _
ihili a Especificitat =

Sensibilitat = At d+b

Figura 9: Esquema de les definicions i calculs de I'especificitat i la sensibilitat. Extret de
Sceautres (1981).

Els marcadors tumorals produits pel tumor es divideixen en:

Antigens oncofetals, son proteines expressades normalment en teixits i fluids

biologics durant el periode embrionari, de les que se’n reprimeix I'expressié després
del naixement. Aquesta expressio, pero, es reinicia en presencia d’un tumor maligne.
Entre aquests destaquen I'antigen carcinoembrionari (CEA) i I'a-fetoproteina (AFP).

Antigens oncoplacentaris, son proteines sintetitzades per la placenta en situacio

normal. Dins d’aquest grup hi ha la fraccid b de la hormona gonadotrofina corionica

bHGC i diferents proteines placentaries.
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Antigens tissulars, se'n consideren aquells antigens procedents de teixit, la

presencia dels quals a la circulacié sanguinia, obeeix a situacions patologiques. Dins
d’aquest grup s’hi poden incloure, entre d’altres, I'antigen prostatic especific (PSA), la
fosfatasa acida prostatica (PAP) o la calcitonina (CT).

Antigens mucinics i glicoproteines, les mucines s6n complexos macromoleculars

formats per mucoproteines o glicolipids com el CA15.3, el CA125, el CA19.9 o el CA
27.29 (que ha substituit recentment al CA15.3 en la deteccio del @ncer de mama)
(Perkins i col., 2003). Tot i que cap d’ells no presenta una estricta especificitat
tissular, son (tils en la determinacio6 del pronostic i I'estudi de la biologia dels tumors
(Orntoft i Vestergaard, 1999).

Les glicoproteines tumorals abocades a sang o daltres fluids biologics
normalment s’originen a les cél-lules tumorals i reflecteixen la seva glicosilacio
alterada. Tanmateix, moltes d’aquestes estructures no sén especifiques de tumor.

Citoqueratines, cada teixit epitelial presenta una combinacidé de citoqueratines
determinada, que es manté inclus després de la transformacié maligna. Algunes de les
utilitzades en clinica sén el TPA (antigen polipeptidic tissular) o el TPS (antigen
polipeptidic tissular especific), tot i que aquests marcadors presenten una important
variacié entre subjectes (Orntoft i Vestergaard, 1999).

Hormones ectopiques, son produides per alguns tumors pero no reconeixen els

organs sobre els que actuarien normalment.

Oncoproteines, proteines codificades per un oncogen que es poden detectar a
nivell tissular.

Enzims, s’hi inclouen enzims normalment presents a séerum o daltres fluids
biologics, amb certa especificitat tissular. La seva activitat augmenta de forma
significativa com a reflexe de determinats aspectes relacionats amb la presencia d’un
tumor maligne. Ho serien, per exemple, la lactatdeshidrogenasa (LDH) o les
sialiltransferases.

També s’hi poden incloure enzims, els nivells serics dels quals, es veuen
augmentats en situacié tumoral, com el PSA, la PAP o la ribonucleasa pancreatica
(RNasa 1).

Dins del grup de marcadors tumorals induits per I'organisme afectat, s’inclouen

les substancies produides totalment o parcial per I’hoste com a resposta a la preséncia

30



INTRODUCCIO GENERAL

d’un tumor, com citoquines, b2-microglobulina, ferritina o proteines de fase aguda
(Molinai col., 2000).

3. GLICOSILACIO ABERRANT EN CANCER

La glicosilacio alterada és una caracteristica de les cel-lules tumorals i es presenta a
la superficie cel-lular d’aquestes, com a part de les glicoproteines i glicolipids ancorats
a la membrana cel-lular. Alguns tipus d’aquestes estructures glucidiques son
marcadors de la progressio tumoral (Orntoft i Vestergaard, 1999). Alhora, la
glicosilaci6 anomala pot afectar a les activitats biologiques de les glicoproteines
(Fukuda i Kobata, 1993).

De manera similar a les cel-lules normals durant I'embriogénesi, les cel-lules
tumorals pateixen una activacio i un creixement rapid, s’adhereixen a d’altres tipus
cel-lulars i a la matriu extracel-lular i envaeixen teixits. El desenvolupament
embrionari a vertebrats esta acompanyat de canvis a les estructures glucidiques. No
es estrany, doncs, que canvis en la glicosilacid siguin una caracteristica tipica de la
transformacio maligna i la progressio tumoral.

Aquests canvis poden ser pérdues d’expressi0 0 expressio excessiva de
determinades estructures, [I'aparici6 d’estructures incompletes o trencades,
I'acumulaci6 de precursors i, més rarament, I'aparicié de noves estructures (Kim i
Varki, 1999).

Alguns dels canvis soferts per les cél-lules tumorals son, per exemple, a) I'augment
de les ramificacions b1-6 dels N-glicans per sobre-expressié de GIcNAc transferasa
V; i b) 'augment de la presencia d’acid sialic a la superficie de les cél-lules de tumors
d’animals, el que redueix la unid de les cél-lules tumorals metastasiques a la
fibronectina i al col-lagen tipus 1V de la matriu extracel-lular, afavorint I'augment del
potencial metastasic (Orntoft i Vestergaard, 1999; Brockhausen i col., 1998). També
s’han descrit diferents modificacions d’aquestes molecules d’acid sialic, propies de
situacions tumorals, com I'O-acetilacio en posicio 9.

Aquest augment de la sialilacié de la superficie de les cél-lules tumorals és deguda
a un increment de I'activitat sialiltransferasa o la presencia de més ramificacions dels

N-glicans que porten a un augment dels terminals que poden ser sialilats. Aquests
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acids sialics participen en diferents funcions, entre les quals la unié a selectines
(Brockhausen i col., 1998).

A més, s’observen canvis significatius als proteoglicans de I'estroma al voltant dels
tumors, cosa que suggereix que aquestes alteracions permetrien el creixement del
tumor, aixi com la progressio i invasio.

Als carcinomes també s’hi detecta la sobre-expressié de mucines que, per la
pérdua de la topologia de la cél-lula, apareixen a I'espai extracel-lular i als fuids
corporals, quan haurien de trobar-se al lumen dels organs (Kim i Varki, 1999;
Orntoft i Vestergaard, 1999).

Alhora, s’ha descrit que la pérdua de I'expressié normal del grup sanguini AB,
acompanyada de I'augment d’expressio de les estructures H i Le’ s’associa a un mal
pronostic en molts carcinomes (Kim i Varki, 1999).

Estudis immunohistoquimics han mostrat que les estructures Le* i Le* poden estar
sobre-expressades en carcinomes, sobre N-i O-glicans. A més, els glicans sLe” i sL€’
s’han identificat com a antigens tumorals, I'expressio dels quals, es relaciona amb la
progressio del tumor, el potencial metastasic i un mal pronostic. Les cel-lules
tumorals que presentin antigens Lewis sialilats tindran un avantatge selectiu ja que

aquests actuen com a lligands de selectines (Kim i Varki, 1999).
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Figura 10: Esquema de les diferents interaccions entre estructures glucidiques i molecules
d’adhesié involucrades en la metastasi de les cél-lules tumorals ( ) sLex, (®) sLex i (? ) altres

estructures glucidiques. Extret i modificat de Orntoft i Vestergaard (1999).

Les estructures del tipus Lewis formen lligands amb les selectines de la familia de
les lectines endogenes. Les selectines sén molécules d’adhesid cel-lular expressades
per cél-lules endotelials activades. Les E, P i L-selectines reconeixen glicans sulfatats i
sialilats, que estan presents a les cél-lules endotelials activades, plaquetes i leucocits,
amb diferent afinitat. Quan aquestes selectines s'expressen, sén capaces de recongixer
leucacits (homing) durant la resposta immunitaria i, probablement, de reconeixer
també les cél-lules tumorals que han arribat al torrent sanguini (Orntoft i
Vestergaard, 1999). Aixd comporta que les cel-lules tumorals podran metastatitzar
(fig. 10).
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Amb els antecedents esmentats sobre la glicosilacié aberrant descrita en situacié
tumoral i el fet que les cel-lules tumorals secreten glicoproteines, que es troben a
serum, es planteja la possibilitat que la glicosilacié daquestes proteines pugui trobar-
se també alterada.

Per aquest motiu s’estudia la glicosilacié de dues proteines de secrecio per tal de
determinar si existeixen diferéncies, a nivell glucidic, quan aquestes han estat
secretades en situacié normal i tumoral.
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OBJECTIUS

S’estudia la glicosilacié de dues glicoproteines de secrecio per tal de caracteritzar-
les i determinar si existeixen diferencies entre la situacié normal i tumoral. Aquestes
glicoproteines son, la ribonucleasa pancreatica humana (RNasa 1), secretada
majoritariament pel pancreas i Iantigen prostatic especific (PSA), secretat
majoritariament per la prostata.

» L'estudi de la ribonucleasa pancreatica humana (RNasa 1) s’ha centrat en dos
objectius concrets:
1. Establir un metode de quantificacid dels nivells proteics de RNasa 1:

1.1. Comparar els nivells serics de RNasa 1 en pacients control, afectats de
neoplasia pancreatica, de pancreatitis o d’altres patologies, per tal d’avaluar
el seu potencial diagnostic.

2. Analitzar les estructures glucidiques de la RNasa 1 procedent de pancreas de
donant sa i de medi de cultiu de cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic.

2.1. Establint una metodologia per analitzar i determinar les difereéncies
glucidiques a partir d’aquestes mostres, sense purificacio previa de la RNasa
1.

2.2. Establint un procés de purificacio de la RNasa 1, per a caracteritzar-ne les
estructures glucidiques.

» L'estudi de Il'antigen prostatic especific (PSA) s’ha centrat en dos objectius

especifics:

3. Purificar i caracteritzar de les estructures glucidiques del PSA:
3.1. De medi de cultiu de cél-lules de carcinoma prostatic i de plasma seminal

de donant sa.

3.2. De serum d’un pacient afectat de neoplasia prostatica.

4. Desenvolupar métodes de deteccio de la glicosilacié del PSA en diferents fluids
biologics, sense purificacié previa:
4.1. Plasma seminal de donant sa, medi de cultiu de cél-lules de carcinoma

prostatic i de serum de pacients afectats de neoplasia prostatica.
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Cadascuna d’aquestes proteines es tracta en un capitol diferent del present treball,
exposant una introduccié i uns métodes especifics, abans de la presentacio i discussio
dels resultats obtinguts. Posteriorment, es desenvolupa una discussié general

d’ambdos capitols amb les consequients conclusions.
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CAPITOL I: LA RIBONUCLEASA PANCREATICA HUMANA

1. INTRODUCCIO

1.1. El cancer de pancreas

El pancreas es troba situat a la zona superior de la cavitat abdominal, en una
posicié retroperitoneal. Es una glandula d’aspecte lobular que es divideix en tres
regions: cap, cos i cua, i consta de dues unitats funcionals independents: I'endocrina i
I'exocrina.

Les cel-lules dels illots de Langerhans sén les responsables de la secrecio
endocrina i es troben distribuides per tot I'0rgan, secretant els seus productes
directament a sang. El sistema acinar-ductal és el responsable de la secrecid exocrina
cap a l'aparell digestiu, ja que dins dels acins s’hi acumulen granuls de zimogen —que

son magatzems d’enzims digestius— (Bockman, 1993) (fig. 1.1).

CUA

COs
DUCTE

DUCTE > PANCREATIC
PANCREATIC \ PRINCIPAL

ACCESSORI

ESQUERRE

PANCREAS

Figura 1.1: Esquema d'un pancreas huma amb indicacié de les seves vies ductals i dels
organs més propers. Adaptat de Bockman (1993).

El cancer de pancreas és un tumor poc freqlent entre els tumors de presentacié
infradiafragmatica (Garcia Saenz, 1999). Malgrat aix0, és un dels tumors amb pitjor
pronostic, perque té una taxa d’incidencia virtualment idéntica a la taxa de mortalitat.
Aixi, la supervivencia als dos anys del diagnostic és del 10% (McKenna i Eatock,
2003). Té una incidéncia més important als paisos desenvolupats, on representa la
quarta causa de mort per cancer, amb un 5%, i suposa el 2% de tots els casos nous de

cancer (Greenlee i col., 2001). La mortalitat a Espanya ha crescut linealment, passant
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d’'una taxa estandarditzada de 3.29/100000 habitants l'any 1965, a una de
6.91/100000 habitants I'any 1989, cosa que indica un increment del 115% per a
ambdos sexes conjuntament (Corella i col., 1994). Aquest important augment es deu
tant a la manca de dades diagnostiques fiables d’époques passades, com a fictors
ambientals i genetics (Warshaw i Fernandez-Del Castillo, 1992).

A Europa, s’observa una incidéncia superior al sexe masculi (Czernichow i col.,
1985), coincidint amb les dades del Butlleti Epidemiologic Setmanal del Ministeri de
Sanitat i Consum del 1994, que indica que, a Espanya, el nombre de morts per cancer
de pancreas va ser de 1633 dones i 1817 homes. Aquesta malaltia és rara abans dels
45 anys, pero la seva taxa d’aparicié augmenta rapidament a partir d’aquesta edat.
Aixi, el 80% dels casos es dona en persones entre 60 i 80 anys (Lillemoe i col., 2000).

El Registre de cancer de Girona entre 1994 i 1997 presenta unes taxes
d’incidéncia, en homes, del 5.6% d’entre tots els cancers, i en dones, del 3.7%.
Durant aquest periode, a Girona, s’han produit 163 morts per cancer de pancreas,

cosa que suposa el 3% de la mortalitat per cancer en homes i el 4% en dones.

Estudis epidemiologics proposen possibles factors de risc com: els greixos de la
dieta, el consum de café i alcohol, i determinades ocupacions relacionades amb
exposicions a derivats del petroli. Tanmateix, I'inic factor pel que s’ha establert una
relacié directa amb la incidéncia d’aquesta patologia és el consum de tabac. Alguns
autors indiquen possibles relacions entre el desenvolupament de cancer de pancreas i

d’altres malalties, com la pancreatitis cronica, la diabetes melitus apareguda poc temps

abans del diagnostic del cancer, o I'tlcera peptica (Warshaw i Fernandez-Del Castillo,
1992).

Les alteracions genetiques son importants en el desenvolupament del cancer de
pancreas i existeixen algunes patologies d’origen genétic que s’associen amb un

augment de la taxa d’incidencia d’aquesta patologia (Lillemoe i col., 2000).

Aproximadament el 75% de les patologies pancreatiques malignes s’originen al
pancreas exocri i son histologicament classificades com a adenocarcinomes. La
majoria de carcinomes pancreatics tenen I'origen al sistema ductal i estan associats a
reaccions desmoplasiques, pancreatitis i fibrosis. EI 65% dels cancers pancreatics

ductals es presenten a la zona proximal (al cap) i s'inclouen al grup de patologies
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malignes periampulars que cursen amb obstruccid i ictericia i que presenten un
diagnostic més precog. Els cancers de pancreas localitzats al cos i la cua suposen un
15% dels carcinomes ductals i se solen diagnosticar en estadis més avangats perque
no presenten simptomes especifics.

Histologicament, s’observen lesions en els ductes pancreatics que podrien ser
precursors del carcinoma ductal. Aquestes lesions als ductes presenten canvis
genétics com els observats en els adenocarcinomes ductals, principalment mutacions
puntuals al codd 12 de k-ras i als gens supressors de tumors p16 i p53. Aixi, p53 es
troba inactiu en un 75% dels carcinomes pancreatics, p16 en un 80% dels cancers de
pancreas i I'oncogen k-ras s’ha trobat mutat en un 80-100% dels cancers de pancreas.
Per aquest motiu, k-ras seria un candidat potencial al desenvolupament d’estudis

moleculars sobre poblacions per al cancer de pancreas (Lillemoe i col., 2000).

Els primers simptomes del cancer de pancreas inclouen I'anoréxia, la pérdua de
pes, dolors abdominals i nausees. Malauradament, aquests simptomes sén poc
especifics i aix0 porta a que el diagnostic es retardi. Els simptomes especifics, com
I'obstruccio del tracte biliar que portara a la ictericia, apareixen més tard.

Aquells pacients que presentin aquesta simptomatologia s6n sotmesos a un
diagnostic més acurat per ultrasons o per tomografia computeritzada. Aixo confirma
I'obstruccid, demostra la preséncia d’'una massa pancreatica i pot detectar metastasi a
fetge o invasions vasculars locals (Lillemoe i col., 2000).

Quan s’arriba a diagnosticar, en el 85% dels casos el tumor ja s’ha estes per tot
I’drgan, perque I'adenocarcinoma pancreatic sol envair la zona perineural per dins i al
llarg de la glandula. El flux limfatic sol portar rapidament cel-lules metastasiques a
noduls limfatics llunyans. D’altres metastasi que se solen presentar son les que es
donen a fetge (fins a un 80% de tots els casos), a peritoneu (fins a un 60%), a pulmo
(entre el 50-70%) i a pleura (un 25%), degut a la rica vascularitzacié limfatica i venosa

del pancreas (Lillemoe i col., 2000).

Aquest tipus de tumor sol ser resistent a la quimio i radioterapia. L’Gs de la
radioterapia és adequat a I'hora de pal-liar el dolor i I'obstruccio, i comporta un
lleuger augment de la supervivencia als pacients sotmesos a intervencid quirdrgica.

En canvi, la quimioterapia té un valor pal-liatiu i d’augment de la supervivencia
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escassos. L’Unic tractament potencialment curatiu del cancer de pancreas és la
resseccio quirdrgica en els primers estadis de la malaltia (abans que es presentin
metastasi detectables). Malgrat tot, d’aquesta manera només s’ha obtingut un discret
increment de la supervivéncia a llarg termini (Garcia Saenz, 1999).

Malauradament no s’avanca gaire en I'estudi de terapies per al cancer de pancreas
a causa de la dificultat de deteccio i de I'agressivitat d’aquest tumor, que comporten
que la majoria dels pacients amb cancer de pancreas moriran d’aquesta malaltia
(Lillemoe i col., 2000).

En els darrers anys ha aparegut un tractament quimioterapeutic per al cancer de
pancreas, la gemcitabina, que és un analeg de deoxicitidina que inhibeix la replicacié i
reparacio del DNA. Aquest compost ofereix alguns beneficis simptomatics al pacient
i un lleuger augment de la supervivencia en pacients que presenten la malaltia
localment avancada o que presenten metastasi, perd només €s aplicable a una petita
poblacié de pacients afectats de cancer de pancreas que presenten unes
caracteristiques determinades (McKenna i Eatock, 2003).

1.2. Marcadors tumorals de 'adenocarcinoma pancreatic

Al llarg dels anys s’han provat diferents tipus de marcadors tumorals de
I'adenocarcinoma pancreatic, pero encara no se n’ha trobat cap de prou especific i
sensible. Per exemple, s’han assajat com a marcadors: enzims pancreatics (tripsina,
ribonucleasa, desoxiribonucleasa, elastasa 1, fosfolipasa A2), inhibidors de proteases
(a2-macroglobulina, inhibidors de tripsina), antigens de grup sanguini o altres
marcadors glicoproteics (CA125, CEA, CA19.9, CA195), antigens oncofetals (antigen
oncofetal pancreatic (POA), proteina fetoacinar pancreatica (FAP)), entre d’altres

(lactoferrina, ferritina), (Lamerz, 1999).

Actualment s'utilitzen clinicament, per a la detecci6 i seguiment de
I'adenocarcinoma de pancreas, els nivells en serum d’antigen carcinoembrionari
(CEA) i d’antigen glucidic CA19.9. També s’estan realitzant alguns estudis clinics per
a testar el marcador CA195 i sembla que presenta una sensibilitat superior a la del
CEA i que és relativament especific per al cancer de pancreas (Andicoechea i col.,
1999). El CEA té una sensibilitat molt baixa i es troba en nivells alts en moltes altres

situacions, benignes i malignes, que redueixen molt el seu valor diagnostic i de
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seguiment dels pacients afectes de neoplasia pancreatica. EI CA19.9 tampoc no és
especific per a aquesta patologia, perqué se’'n troben nivells elevats en d’altres cancers
gastrointestinals, com el de colon o el de ducte biliar. A més, els nivells de CA19.9,
freqlientment s6n normals en estadis primerencs de la malaltia i, per tant, no pot
considerar-se un marcador Util per a fer un test general a molts pacients. Malgrat tot,
permet distingir situacions benignes de malignes, i els nivells baixen després
d’extirpar totalment el tumor, per la qual cosa és util per al prondstic i seguiment de
la malaltia (Warshaw i Fernandez-Del Castillo, 1992). EI CA19.9 i el CA195
presenten una sensibilitat molt similar. De fet, a nivell estructural s6n molt
semblants: el CA19.9 s’ha identificat com un derivat sialilat del grup sanguini Le’, i
I'epitop del CA195 és una glicoproteina del tipus mucina amb una estructura similar a
la del Le* ia ladel Le"sialilat (Andicoechea i col., 1999).

Un estudi recent, que compara els diferents marcadors sérics utilitzats en la
deteccio i seguiment de I'adenocarcinoma pancreatic, ha determinat que, actualment,
els millors resultats per a la deteccid i seguiment d’aquesta neoplasia, quant a
sensibilitat i especificitat, es troben en combinar els marcadors glucidics CA19.9 o
CA195 amb la proteina enzimatica elastasa 1 (Audisio i col., 1996) o amb el CEA, per
utilitzar-lo com a complement en carcinomes digestius (Molina i col., 2000) . D’altres
autors també han demostrat millores en la sensibilitat del CA19.9, per a la deteccio
del cancer de pancreas respecte de la pancreatitis, si es combina amb d’altres
marcadors tumorals (com el CYFRA21.1 i el CA15.3), comparades amb la utilitzacio
del CA19.9 Gnicament (Halm i col., 2000).

Tenint en compte el mal pronostic de la malaltia, seria molt atil trobar un
marcador seric especific d’aquest tipus de carcinoma que permetés un diagnostic

precog i un seguiment de I'evolucié d’aquesta patologia.

1.3. Les ribonucleases

1.3.1. Caracteristiques generals

Dins la cél-lula acinar pancreatica s’hi sintetitzen molts productes proteics,
majoritariament proenzims i enzims. Aquestes proteines de secrecid s'inclouen al
reticle endoplasmic i son portades a I'aparell de Golgi. En el seu desplacament a

través d’aquests organuls, algunes d’aquestes proteines so6n convertides en
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glicoproteines per acci6 dun grup denzims anomenats genericament
glicosiltransferases. Moltes d’aquestes glicoproteines sén destinades a la secreci i, des
de I'aparell de Golgi, son transportades en vesicules, que s'uneixen formant vacuoles
de condensacié i que adoptaran gradualment I'aspecte dels granuls de zimogen
(Fawcett, 2000). Entre aquestes glicoproteines es troba la ribonucleasa pancreatica o
RNasa 1.

Les ribonucleases son enzims que catalitzen la degradacio dels acids nucleics i es
troben ampliament distribuits en tots els éssers vius, ja que la seva funcid és
indispensable per al desenvolupament dels organismes (Beintema i col., 1988).

Dins de la superfamilia de la ribonucleasa A bovina, s’han descrit fins a 8
ribonucleases humanes que presenten una homologia significativa entre les seves
sequiéncies aminoacidiques (fig. 1.2) (Zhou i Strydom, 1993; Seno i col., 1995).
Prenent com a referéncia la manera d’actuar de la ribonucleasa A —molt més
estudiada perqué se’n disposa en grans quantitats— es pot dir que els membres
d’aquesta superfamilia son endonucleases que degraden el RNA de manera especifica
per pirimidines, per I'extrem 3’ de I'enllac fosfodiéster escindit, amb una catalisi acid-

base general que té lloc gracies a dues histidines del centre actiu (Roberts i col., 1969).
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Figura 1.2: Comparacio de sequéncies aminoacidiques de sis de les ribonucleases humanes
conegudes i de la ribonucleasa A bovina. S’han requadrat els aminoacids conservats i la
numeracio superior i inferior correspon a I'ordre dels residus aminoacidics de la RNasa 1 i de
la ribonucleasa A bovina, respectivament. Adaptat de Rosenberg i Dyer (1996) amb el
programa d'alineament ALSCRIPT (Barton, 1993).
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Aquests membres son, segons la classificacié feta per Beintema i col. (1997): la
RNasa 1, anomenada de tipus secretori 0 pancreatic; la ribonucleasa 2, de tipus no
secretori 0 neurotoxina derivada d’eosinofil (EDN); la ribonucleasa 3 o proteina
cationica d’eosinofil (ECP); la ribonucleasa 4; la ribonucleasa 5 o angiogenina (Ang);
la ribonucleasa k6 descrita per Rosenberg i Dyer (1996) i les ribonucleases 7 i 8,

caracteritzades recentment per Zhang i col. (2002; 2003).

La ribonucleasa pancreatica humana o0 RNasa 1, objecte d’aquest treball, va ser

seqlienciada per Beintema i col. (1984), que trobaren que estava composta per 128
aminoacids i 4 ponts disulfur, i que diferia en 37 posicions de la ribonucleasa A. El
seu pes molecular, per electroforesi en gel de poliacrilamida, és d’aproximadament 15
kDa. Pel que fa a I'activitat, aquesta RNasa 1 té major preferencia pel substrat acid
policitidilic (poliC), que pel RNA o I'acid poliuridilic (poliU) (Sorrentino i Libonati,
1997), i el seu pl és d’aproximadament 9.5. No esta clar que la seva Unica funcid
biologica sigui com a enzim digestiu, ni si en podria fer d’altres.

La ribonucleasa pancreatica 0 RNasa 1 és expressada per les cel-lules acinars
pancreatiques i és secretada als ductes pancreatics (Futami i col., 1997; Fernandez-
Salas i col., 2000; Peracaula i col., 2000). La RNasa 1 és expressada per les cél-lules
del teixit d’adenocarcinoma pancreatic i també és secretada al medi de cultiu per
linies cel-lulars d’adenocarcinoma pancreatic, de suposat origen ductal (Fernandez-
Salas i col., 2000; Peracaula i col., 2000).

Aquesta ribonucleasa humana de tipus secretori s’ha aillat, principalment, de
pancreas (Weickmann i col., 1981), pero també se’'n troba en serum (Weickmann i
Glitz, 1982), en orina (Kurokawa i col., 1983), en saliva (Ruiz, 1997), en semen, en
cervell, en cor i en ronyo, entre d’altres (Neuwelt i col., 1978).

Futami i col. (1997) varen determinar, per transferéncia tipus Northern, els teixits
humans on s’expressava RNasa 1 i observaren la seva expressié a: cor, cervell,
placenta, pulmo, fetge, muscul esqueletic, ronyo, pancreas, melsa, timus, prostata,
testicle, ovari, intesti prim i colon, tot i que en diferents quantitats, essent majoritaria

en pancreas.
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Tournut i col. (1978) ja observaren que les ribonucleases existeixen en multiples
formes a diferents espécies animals, i que aix0 era degut al fet que es podien trobar
glicosilades.

En un estudi global, Yamashita i col. (1986) determinaren que el 93% de la RNasa
1 de pancreas esta glicosilada. Aquest enzim es pot trobar glicosilat en qualsevol de
les tres dianes de N-glicosilacio: I'Asn-34, I'Asn-76 i I'Asn-88. EI nombre i
I'estructura dels arbres de glicosilacié dependran del teixit d’origen (Beintema i col.,
1988). A la RNasa 1 purificada de pancreas, I'asparagina 34 esta glicosilada en la
majoria de molécules de RNasa 1, mentre que els llocs asparagina 76 i asparagina 88
tenen sucres en més o menys la meitat i una petita part de les molécules,
respectivament (Ribd i col., 1994) (fig. 1.3).

Asn34 S,

Asn76 —=

Figura 1.3: Estructura de la des1-7RNasa 1 (RNase1DN7) indicant els possibles llocs d’unio
de les cadenes glucidiques: Asn34, Asn76 i Asn88. Adaptat de Pous i col. (2001).

Realitzant estudis amb lectines sobre ribonucleases extretes de diferents teixits i
fluids humans: orina, pancreas, pulmd, leucocits, ronyd, fetge, melsa, estomac i
semen, Yamashita i col. (1986) trobaren que les ribonucleases de tipus secretori
(RNasa 1) presentaven certa especificitat de teixit en el tipus de glicosilacié. Més tard,

Lawrence i col. (1993), amb estudis similars sobre ribonucleases de tipus no secretori
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(RNasa 2 o EDN) purificades de fetge, ronyd i melsa, trobaren que no hi havia

diferéncies apreciables en la glicosilacié en funcio del teixit d’origen de la proteina.

Schein (1997), després de fer una revisio dels estudis fets amb ribonucleases, va
determinar que l'activitat ribonucleolitica es troba augmentada en serums i extractes
de teixit en una gran varietat de neoplasies i malalties infeccioses; i que algunes
d’aquestes proteines, o dels seus activadors o inhibidors especifics, podrien utilitzar-
se en el disseny de farmacs per tal de controlar I'angiogénesi als tumors, les reaccions

al-1érgiques o la replicacio virica.

11.1.1.1. La RNasa 1 com a marcador tumoral
L’interés clinic de la deteccid de ribonucleases existeix des que diversos estudis

trobaren una correlacio entre els nivells d’activitat ribonucleolitica en sérum i orina
humans i I'aparicié de diverses situacions patologiques, entre les que es trobaven la
pancreatitis (Warshaw, 1987) i el carcinoma pancreatic (Reddi i Holland, 1976).

Com a resultat d’estudis d’activitat enzimatica utilitzant diversos substrats,
Neuwelt i col. (1978), determinaren que la ribonucleasa present al serum huma és
fonamentalment de tipus secretori (RNasa 1). La ribonucleasa present a pancreas
podria arribar a serum per via ductal, perque seria secretada al duode i absorbida per
la mucosa intestinal (De Llorens i Cuchillo, 1986).

Reddi i Holland (1976) van descriure una correlacié especifica entre nivells alts
d’activitat ribonucleolitica en serum i la preséncia d’adenocarcinoma de pancreas (fig.
1.4). Segons aquests autors I'elevacio de I'activitat enzimatica de la ribonucleasa serica
seria un marcador d’aquest tipus de neoplasia. Més endavant, pero, alguns autors
com Kottel i col. (1978) contradiren les seves dades, ja que detectaven elevats nivells
d’activitat ribonucleolitica en serum a grups de pacients amb diferents carcinomes,
perd no podien distingir entre els diferents tipus de patologies neoplasiques.

Kobayashi i Kawakubo (1994) determinaren els nivells sérics de diferents
molécules que podrien actuar com a marcadors tumorals, entre ells la ribonucleasa
pancreatica humana, a 2126 subjectes assimptomatics visitats a diferents ambulatoris
del Jap6 durant dos anys. La determinacio de la ribonucleasa la van fer per activitat
enzimatica amb acid policitidilic. Entre 5 i 7 anys després, van revisar les histories

cliniques dels pacients que havien desenvolupat diferents tipus de cancer i van
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observar que aquests subjectes ja presentaven, 5 anys abans, nivells alts de diversos
marcadors en sérum, entre ells la ribonucleasa. Aquest treball indica que els nivells
serics de ribonucleasa augmenten en avancar el desenvolupament de diferents tipus
de cancer, perd no s'observen nivells per sobre dels normals fins als estadis més

avancats.

759
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Figura 1.4 Grafic de la concentraci6 de ribonucleasa en serum per activitat davant poliC,
del grup de pacients normals (—), de pancreatitis (---), de diferents cancers (----) i de cancer
de pancreas (-.-.-). Extret de Reddi i Holland (1976).

Altres grups de recerca (Peterson, 1979; Isaacs, 1981; Corbishley i col., 1982;
Basso i col., 1985; Kemmer i col., 1991) també detectaren nivells de ribonucleasa en
serum superiors en grups de pacients de cancer de pancreas respecte a grups de
pacients control sans (taula 1.1). No obstant, aquestes diferéncies no eren
significatives, ja que hi havia pacients de cancer de pancreas amb nivells de
ribonucleasa en sérum iguals que els nivells d’alguns pacients control. Aixo indicaria
que la mesura dels nivells de ribonucleasa en serum no seria prou sensible per a
diferenciar correctament entre pacients afectats i sans, ni prou especifica per a
diferenciar entre patologies relacionades.

Molts d’aquests estudis mesuraven els nivells de ribonucleasa per activitat
enzimatica, cosa que dificulta la comparacié dels resultats obtinguts pels diferents

grups (taula 1.1), ja que els protocols de mesures de I'activitat enzimatica diferien

54



CAPITOL I: LA RIBONUCLEASA PANCREATICA HUMANA

entre si pels métodes de deteccio i pels substrats de I'enzim utilitzats (Sorrentino i
Libonati, 1997). A més, els estandards de proteina sén diferents per als diversos
autors; alguns disposaven de ribonucleasa aillada de pancreas o de suc pancreatic,
amb protocols i resultats de puresa diferents. Tot aix0 podria explicar I'elevada
variabilitat trobada comparant els nivells de ribonucleasa detectats per activitat
enzimatica entre els diferents grups de recerca esmentats anteriorment.

Altres estudis es van portar a terme amb métodes immunologics (RIA) de
deteccid dels nivells de RNasa 1 (Weickmann i col., 1984; Kurihara i col., 1984). En
aquest cas, tampoc no detecten diferéncies significatives en les concentracions de
RNasa 1 en serum de pacients control i d’adenocarcinoma pancreatic. A mes, en
alguns casos es detecten nivells de RNasa 1 en serum a pacients d’adenocarcinoma
pancreatic que son iguals que els d’alguns pacients afectats d’altres neoplasies o que

els nivells d’alguns pacients del grup control.
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Determinaci6 Resultats Referéncia
Patologia N Min. Mitjana Max.
Controls 52 104 + 24
Reddi i Holland
Activitat amb poliC® Carcinoma pancreatic 30 383 + 145
(1976)
Pancreatitis 10 120 + 39
Activitat amb™I(r- Controls 21 137 273 426
) e Kottel i col. (1978)
RNA) d'E.coli Diversos carcinomes 76 196 430 765
Controls 40 18.1 24.9 29.6
Carcinoma pancreatic 16 22.2 37.3 76.5
Activitat amb polic® Peterson (1979)
Pancreatitis 18 19.3 38.5 62.4
Insuficiéncia renal 21 70.6 175.8 395
Controls 25 250 + 70'
Carcinoma pancreatic 10 466 + 321
Activitat amb polic® Isaacs (1981)
Pancreatitis cronica 25 279 = 94
Insuficiéncia renal 17 605 + 276
Controls 93 1.7 5.0 12
- ) Corbishley i col.
Activitat amb poliC* Carcinoma pancreatic 24 3.7 12.4 31.8
(1982)
Pancreatitis cronica 14 2.5 5.2 7.5
Controls 74 254.8 405.6 686.4
Radio- Weickmann i col.
) ) b Carcinoma pancreatic 25 195 585 1638
immunoassaig (RIA) (1984)
Pancreatitis 9 286 364 884
Carcinoma pancreatic 12 780 + 87°
Radio- - -
) . Carcinoma gastric 21 617 + 80 Kurihara i col.
immunoassaig
(RIA)° Carcinoma mamari 7 443 £ 53 (1984)
Insuficiéncia renal 2 >5000
Controls 18 210.3 +32.8°
Activitat amb poliC* Carcinoma pancreatic 22 518.9 + 69.2 Basso i col. (1985)
Pancreatitis cronica 13 216.8 + 31.2
Controls 25 97 143 302
Activitat amb t-RNA Carcinoma pancreatic 21 212 297 427 Kemmer i col.
) . d
d'E.coli Pancreatitis cronica 17 162 235 265 (1991)
Insuficiéncia renal 14 1800 2492 3586

Taula 1.1: Comparacio dels resultats de la quantificacio de ribonucleasa en sérums de grups
de pacients amb diferents patologies, fetes seguint diferents metodes. [a: Els resultats s’expressen
en unitats/mL. Els autors defineixen una unitat com els nmol de poliC que es tornen solubles en acid, en 1 min, a
37°C. b: Els resultats s'expressen en ng/mL de ribonucleasa, amb una recta patré feta amb ribonucleasa
purificada de pancreas d'autopsies. c: Els resultats s’expressen en ng/mL de ribonucleasa, amb una recta patrd
feta amb ribonucleasa purificada de suc pancreatic. d: Els resultats s’expressen en ng equivalents/mL, perque la
recta patrd s’ha fet amb ribonucleasa A bovina. e: unitats/mL, definint una unitat d’activitat com el rendiment d'1
nmol de nucledtids en 5 min a 37°C, mesurats per radioactivitat f: Valors expressats com a mitjana + desviacio
estandard. g: Valors expressats com a mitjana + error estandard).
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Els estudis immunologics sén més especifics quant al tipus de ribonucleasa
detectat. Tanmateix, la utilitzacié d’anticossos policlonals diferents porta associada
una variabilitat en funcio de I'animal i del lot amb que es treballa. A més, la proteina
contra la qual s’han produit (RNasa 1) ha estat purificada de diferents fonts i pot
estar diferentment glicosilada. Per exemple, el grup de Weickmann i col. (1984)
utilitzaven anticossos produits contra la RNasa 1 purificada de pancreas procedents
d’autopsies (Weickmann i col., 1981). Aquests pancreas podrien presentar diferents
nivells de degradacio perqué el temps transcorregut entre la mort del pacient i
I'extirpacid de I'0rgan variava entre unes hores i varis dies. En canvi, el grup de
Kurihara i col. (1984) utilitzava anticossos policlonals contra la RNasa 1 purificada de
suc pancreatic, molt ric en aquest enzim —mes de 10 vegades superior a I'enzim
present en serum (Kurihara i col., 1982)— perd que provenia de canulacions fetes a
pacients de neoplasia periampular o de carcinoma gastric amb infiltracié pancreatica.

En cap dels dos casos s’ha tingut en compte, a I’hora de produir i utilitzar els
anticossos, que la RNasa 1 present a pancreas, a suc pancreatic i a serum es troba
glicosilada (Ribd i col., 1994; Weickman i col., 1984; Mufioz, 1992). Tot i aix0, els dos

grups d’autors arriben a resultats comparables de nivells de ribonucleasa.

L’Gnic resultat en que coincideixen tots els grups d’autors de la taula 1.1 és
augment significatiu dels nivells de ribonucleasa en serum a pacients amb
insuficiéncia renal, causada per la dificultat que pateixen en I'eliminacié de les
proteines de baix pes molecular, com la ribonucleasa. A més, destacar el fet que s’han
trobat nivells elevats de ribonucleasa serica en situacions de malnutricio (Shenkin i
col., 1976) i que s’ha observat que I'activitat ribonucleolitica en serum no disminueix

després d’una pancreatectomia (Peterson, 1979).

Donada la controversia entre els resultats dels diferents autors sobre si la
concentracié de RNasa 1 podria ser 0 no un marcador per al cancer de pancreas, es
proposa establir un metode de deteccié de RNasa 1 immunologic, sensible i especific
per a determinar si els nivells d’aquesta glicoproteina en serum poden servir com a

marcador del cancer de pancreas.
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Estudis previs del grup de treball mostren que la RNasa 1 de pancreas de pacients
sans esta glicosilada de manera diferent que la RNasa 1 produida per linies cel-lulars
d’adenocarcinoma pancreatic (Nan i col., 1998; Fernandez-Salas i col., 2000).

Es proposa, doncs, determinar aquestes diferéncies en la glicosilacié de la RNasa 1
d’origen normal (procedent de pancreas de donant sa) i tumoral (procedent de medi
de cultiu de cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic). D’una banda cal establir una
metodologia que permeti la deteccio de la glicosilacié de la RNasa 1, basant-se en la
combinacié d’anticossos que captin la proteina, amb d’altres que permetin determinar
la glicosilacié aberrant que pot presentar la RNasa 1 en situacié tumoral. | d’altra
banda, cal purificar la proteina per a poder establir exactament les estructures
glucidiques presents en cada cas. D’aquesta manera s’obriria una nova via per a I'Gs

de la RNasa 1 com a marcador tumoral de I'adenocarcinoma pancreatic.
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2. OBJECTIUS

L’estudi de la ribonucleasa pancreatica humana (RNasa 1) s’ha centrat en dos
objectius principals:
1. Establir un metode de quantificacié dels nivells proteics de RNasa 1:

1.1. Comparar els nivells serics de RNasa 1 en pacients control, afectats de
neoplasia pancreatica, de pancreatitis o d’altres patologies, per tal d’avaluar
el seu potencial diagnostic.

2. Analitzar les estructures glucidiques de la RNasa 1 procedent de pancreas de
donant sa i de medi de cultiu de cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic.

2.1. Establint una metodologia per analitzar i determinar les diferencies
glucidiques a partir d’aquestes mostres, sense purificacio previa de la RNasa
1.

2.2. Establint un procés de purificacio de la RNasa 1, per a caracteritzar-ne les
estructures glucidiques.
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3. MATERIAL | METODES

3.1. Material basic

Durant la realitzacio d’aquest treball s’han utilitzat els aparells que es detallen a

continuacio.

Aparell

Agitadors magnétics

Agitador horitzontal

Agitador / Vortex

Aparells d'ultrafiltraci6 d’aigua
Autoclau

Balances

Bany termostatic

Campana de flux laminar vertical
Centrifuga de tubs eppendorf
Centrifuga de tubs refrigerada
Congeladors -20°C / nevera 4°C
Congelador -20°C

Congelador -80°C

Equip d’electroforesi

Equip d'electroforesi bidimensional
Equip de cromatografia FPLC
Equip de nitrogen liquid

Equip de transferencia
Espectrefotometre

Fonts d'alimentacio per electroforesi
Hemocitometre

Incubador amb camisa d’aigua
Incubador de CO per cultius
Lector de microplaques de 96 pouets
Liofilitzador

Microscopi invertit contrast de fases
pH-metre

Micropipetes i multicanals
Ultrafiltracié tangencial
Ultracentrifuga refrigerada
Ultrasonicador

Model

Agimatic-S
Rotamax
GENIE -2
Milli-RO/ Milli-Q
AE-75

FY-300/ ER-120A
Precisterm

BIO 48M
Mikro12-24
Digicen-R
Greenfresh/ ART866G
405

Ultralow freezer
Miniprotean |1
Multiphor 11
AKTA

Miniprotean |1

CE6602

PowerPac300/ EPS200
Neubauer improve
Hotcold-S
FunctionLine

ELX800

Cryodos

micropH2000
Pipetman/ Gilson
Easy-Load

RC5B Sorvall

Marca i Pais

Selecta, Espanya

Heidolf, Alemanya

Scientific Industries, EEUU
Millipore, EEUU

Raypa, Espanya

Salter, Jap6

Selecta, Espanya

Cultek, Espanya

Hettich, Alemanya

Alresa, Espanya

Balay, Aspes, Espanya/ Whirpol, Alemanya
Bosch, Alemanya

Nuaire, Jap6

BioRad, EEUU

Pharmacia, Suécia

Amersham Biosciences, Suécia
Abellé Oxigen Linde, Espanya
BioRad, EEUU

Cecil, Anglaterra

BioRad, EEUU/ Pharmacia Biotech, Suécia
Afora, Espanya

Selecta, Espanya

Heraeus, Alemanya

Biotek, EEUU

Telstar, Espanya

Zeiss, Alemanya

Crison, Espanya

Gilson, Franga/ Finnpipette, Finlandia
Millipore, EEUU

DuPont Instruments, Franga
Selecta, Espanya

Els reactius que s’han utilitzat, en els que no s’especifica la marca comercial, s6n

de Merck, Sigma-Aldrich o Serva.

3.2. Produccio i

contra la RNasa 1
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Es disposa de RNasa 1 (RNasa 1) recombinant pura, produida a Escherichia coli pel
laboratori del Dr. M. Seno de la Universitat d’Okayama (Jap0), (Futami i col., 1995).
Amb aquesta proteina s’ha immunitzat a I'animal i s’ha fet la posterior caracteritzacio
dels anticossos.

S'immunitza una gallina ponedora de 22-24 setmanes, seguint el protocol de
Gassmann i col.(1990).

Segiiencia d'immunitzacié de la gallina:

1. La primera punxada és de 100 ng de proteina dissolts en tamp6 PBS i el mateix volum d’adjuvant complet
de Freund (Sigma, EEUU). Aquesta soluci6 es barreja energicament amb un agitador vortex durant 45
min. La punxada és intramuscular al muiscul pectoral.

2. La segona punxada, 15 dies després, és de 100 ng de proteina dissolts en tamp6 PBS i el mateix volum
d’adjuvant incomplet de Freund (Sigma, EEUU). Aquesta solucié es barreja enérgicament amb un agitador
vortex durant 45 min. La punxada és intramuscular al muascul pectoral.

3. Es comencen a recollir els ous 10 dies després de la segona punxada, perque és quan apareix el pic de
produccié d'immunoglobulines, segons la corba de resposta immunitaria d’aquest animal.

Un cop recollits els ous, s’extrauran les immunoglobulines (majoritariament 1gY)

del rovell de I'ou, per precipitacié amb polietilenglicol (PEG).

Extracci6 d’'lgY de rovells d’ou:

Es separen les clares dels rovells amb compte i es mesura el volum dels rovells.

En un vas de precipitats amb un agitador magnétic, s’hi posen els rovells i s’hi va afegint, lentament, dues
vegades el volum dels rovells de la solucié: 10mM fosfat sodic pH 7.5, 100mM NacCl, 5.25% PEG. Es deixa
agitant 5 min a temperatura ambient.

Es centrifuga 10 min a 12000g i 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Es filtra el sobrenedant amb dues capes de gassa.

Es mesura el volum de sobrenedant i es passa a un vas de precipitats amb un agitador magnetic.

S'’hi afegeix, molt lentament i en agitacio, un ter¢ del volum del sobrenedant de la solucié: 10mM fosfat
sodic pH 7.5, 100mM NacCl, 37.5% PEG. Es deixa agitant 5 min a temperatura ambient.

Es centrifuga 10 min a 12000g i 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Es descarta el sobrenedant. El precipitat, que conté les immunoglobulines, es redissol en un ter¢ del
volum dels rovells, d’'una solucié de fosfat sodic pH 7.5.

N

o0k w

o~

Després de I'extraccio de les immunoglobulines es realitzen diferents controls, que
indicaran la resposta dels anticossos davant de I'antigen amb que s’ha immunitzat
I'animal, o titulacio, i la puresa de les solucions d’immunoglobulines obtingudes.

Pel que fa a la titulacio, es realitza amb un assaig d’ELISA directe, on es col-loca
sempre la mateixa quantitat d’antigen al pouet (40 ng de RNasa 1 per pouet), i es
varia la dilucié de I'anticos problema, en aquest cas de les IgY. L’anticos utilitzat per
a detectar les immunoglobulines de gallina és un anticos d’ase contra anticossos de
gallina que ha estat conjugat amb I'enzim peroxidasa (Jackson ImmunoResearch,
Inc., EEUU).
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ELISA directa:

1. Preparar tampons:

Solucié Saline-Tween: Es dilueix 1/10 la solucié x10 preparada amb 90 g/L de NaCl i s’hi afegeix un
0.05% de Tween 20 (polioxietilensorbitan monolaurat; Sigma, EEUU).

Tamp6 PBS-Tween (pH 7.2): Es dilueix 1/5 una dissoluci6é x5 de composicié: 40.9 g/L de NaCl, 6.7 g/L de
Na;HPO4-2H,O i 1.7 g/L de NaH:PO4-H;O, si cal s'ajusta el pH a 7.2 amb acid fosforic o NaOH. | s’hi
afegeix un 0.05% de Tween 20.

Tampd Carbonat-Bicarbonat (pH 9.6): Barrejant 26 mL de la solucié A (2.75 g de Na,COs en 130 mL
d’aigua milliQ), 74 mL de solucié B (6.22 g de NaHCOs; en 370 mL d'aigua milliQ) i 100 mL d'aigua milliQ.

2. Es col-loquen 100 m. d'una solucié de RNasa 1 dissolta en tampo carbonat-bicarbonat, per a que en
un pouet d’'una microplaca de 96 pouets hi hagi 40 ng de RNasa 1. Les plaques utilitzades tenen un
pretractament per a la unié de proteines (NUNC, Dinamarca). S'incuba tota la nit a 4°C o 1h a 37°C
en una cambra humida.

3. Es decanta el contingut de la placa i es fan tres rentats amb Saline-Tween, buidant la placa cada
vegada per decantaci6 i assecant-la bé.

4. Es bloguegen els llocs lliures amb 100 ni per pouet d’'una solucié de llet en pols Molico Sveltesse
(Nestlé, Suissa) a I'1% en tampd PBS-Tween i s'incuba 1h a 37°C en una cambra humida.

5. Esdecanta la soluci6 de bloqueig i es fan tres rentats igual que al punt 3.

6. S’afegeixen a cada pouet 100 ni d'una diluci6 en PBS-Tween de les diferents dilucions d'anticos
problema, i s'incuba 1h a 37°C en una cambra humida.

7. Esdecanta el contingut dels pouets i es fan els rentats igual que al punt 3.

8. S'afegeixen a cada pouet 100 ni d’'una dilucié6 1:4000 en PBS-Tween de l'anticos d'ase contra
anticossos de gallina conjugat quimicament a I'enzim peroxidasa (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., EEUU), i s'incuba 1h a 37°C en una cambra humida.

9. Esdecanta la solucio i es renta igual que al punt 3.

10. Es revela afegint 100 ni de la solucio reveladora BM-peroxidase substrate soluble TMB (Roche,
Alemanya) i s’agita lleugerament fins que comenci a aparéixer el color blau (de 10 s a 5 min). El color
apareix com a resultat de I'activitat peroxidasa que presenta I'enzim conjugat a I'anticos utilitzat en el
punt 8.

11. S’atura la reaccié de revelat afegint a cada pouet 100 nL d'una solucié de HSO, 0.25M. Aqui, la
solucié es torna groga i es poden detectar les diferéncies d'intensitat de manera colorimétrica. Es
mesura l'absorbancia de cada pouet a 450 nm (zona de I'espectre corresponent al groc), amb una
absorbancia de referéncia de 620 nm, utilitzant un lector de microplaques.

Pel que fa a la determinacié de la puresa de les immunoglobulines (IgY), es
realitza mitjancant un gel d’electroforesi amb SDS tenyit amb Blau de Coomassie, en
condicions desnaturalitzants. Es tracten les mostres d’anticossos amb el tampo de
carrega que conté un 5% de b-mercaptoetanol i es bull la mostra 5 min a 100°C
abans de carregar-la al gel d’electroforesi. D’aquesta manera es poden diferenciar les
cadenes lleugeres (~24kDa) de les pesades (~55 a70 kDa) de les IgY.

L’electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzats es porta a

terme segons una modificacié del protocol de Laemmli (1970).

Gel d’electroforesi en poliacrilamida en condicions desnaturalitzants:

1. Preparar els tampons:

Tampé del gel separador (x4): TrisHCI 1.5M pH 8.6-8.8, 0.4% SDS (dodecilsulfat sodic)

Tampé del gel apilador (x4): TrisHCI 0.5 M pH 6.8, 0.4% SDS

Soluci6 d’acrilamida: acrilamida 30%, N-N'-bisetilen acrilamida 0.8% (preservada de la llum)

Tampo6 d’elucioé (x10): Glicina 1.92M, Tris 0.25M, 1% SDS pH 8.3-8.5

Tampo6 d’aplicacié de mostres (x4): TrisHCI 120mM, glicerol 40% (v/v), 8% SDS (p/v), blau de bromofenol
0.05% (p/v). Ajustar a pH 6.8.

2. Per a preparar els gels d’'acrilamida s'utilitza un aparell mini protean Il (Biorad, EEUU). Es munten els
suports per a gels de 0.75 mm o d’1.5mm de gruix, segons calgui.
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3. Es prepara el gel separador de proteines. Per a un gel de 0.75 mm i un 15% d’acrilamida les proporcions
dels diferents components son: 1mL de tampd del gel separador, 1mL d'aigua milliQ, 2mL de solucié
d’'acrilamida, 4nm_ de temed (N,N,N’,N’- tetrametiletilen diamina) i 40rL de persulfat amonic 15%.

4. Es deixa polimeritzar uns 15 minuts entre els vidres dels suports de gels.

5. Es prepara el gel apilador de proteines. Per a un gel de 0.75 mm i un 15% d'acrilamida les proporcions

dels diferents components son: 0.37mL de tampé del gel apilador, 0.97mL d'aigua milliQ, 0.15mL de

soluci6 d'acrilamida, 1.5nL de temed i 15ni de persulfat amonic 15%.

Es deixa polimeritzar afegint-hi un motlle per a formar les butxaques on carregar les mostres.

Es submergeixen els gels en tamp6 d’elucio x1, fins que quedin ben coberts.

Es preparen les mostres amb tampd d'aplicacié de mostres i es carreguen a les butxaques del gel

apilador.

9. Es connecta a una font de corrent eléctric a amperatge constant, a 15mA/ gel de 0.75mm fins que el blau
de bromofenol surti del gel.

10. El gel es pot tenyir o transferir les proteines a una membrana de PVDF segons un protocol de
transferéncia tipus western.

Per tal de determinar la massa molecular de les diferents proteines problema s'utilitzen marcadors de pes

molecular pre-tenyits (See-Blue, Invitrogen, EEUU) o no tenyits (Mark12, Invitrogen, EEUU) segons el tipus de

deteccid de proteines que s'utilitzi.

© N

La tinci6 amb blau de Coomassie és un metode quantitatiu i especific per a

proteines amb una sensibilitat al voltant d’1 ny per banda de proteina.

Tinci6 del gel d’electroforesi amb blau de Coomassie:

1. Es col-loca el gel en una cubeta i s’hi afegeix solucio6 fixadora: 50% metanol, 7% acid acetic. Es deixa en
agitacio suau entre 30 min i 1h.

2. Selimina la solucié fixadora i es tenyeix durant 15min amb soluci6 de Coomassie preparada amb
Coomassie Brilliant Blue R a I'1% (Merck, EEUU) dissolt en acid acétic, metanol i aigua a una proporcié
1:4:4.

3. Esretira la soluci6 de tincid i s’elimina I'excés de colorant amb diversos rentats amb acid acetic al 7%. El
gel estara totalment destenyit quan torni a ser transparent.

En funcio6 del titol obtingut i de la puresa observada en la tincio amb blau de
Coomassie del gel d’electroforesi, es decideix si cal que les immunoglobulines siguin
purificades cromatograficament.

La purificacié es duu a terme mitjancant una cromatografia liquida, a pressio
atmosferica, de bescanvi anionic, amb reina de DEAE-Sepharose, segons el métode

descrit per Song i col. (1985).

Cromatografia liquida a pressio atmosféerica de besvanvi anionic:

1. Tots els passos es realitzen a 4°C per a preservar la integritat dels anticossos. Primer es dialitzen les
mostres que contenen els anticossos, amb membranes de dialisi de 3500 de limit de porus (SpectraPor,
EEUU), contra el tamp6 10 mM fosfat sodic pH 8, fent 3 canvis de tampé de 4h cadascun i deixant-ho
després tota la nit.

2. Esrentalareina DEAESepharose amb 2L d'aigua milliQ, 500 mL de tamp6 0.5 M fosfat sodic pH 8 i 500

mL de tamp6 10 mM fosfat sodic pH 8 utilitzant un embut Biichner i una bomba de buit.

Es col-loca la reina en una columna de vidre de 17 mm de diametre i s’equilibra fent-hi passar 150 mL de

tamp6 10 mM fosfat sodic pH 8, a un flux d’1 mL/min. El volum de columna és de 50 mL.

Es carrega la mostra, es disminueix el flux a 0.5-0.6 mL/min i es comencen a recollir fraccions cada 2 min.

S’hi passen 100 mL de tamp6 10 mM fosfat sodic pH 8.

Es comenga un gradient ionic del tampd 10 mM fosfat sodic pH 8 al tampd 0.3 M fosfat sodic pH 8, amb

un volum total de 200 mL i un flux constant de 0.5 mL/min.

Es renta la columna amb tampd 10 mM fosfat sodic pH 8, 1.5 M NaCl, a un flux d’1 mL/min.

ogk W

~
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8. Es va seguint el procés d'eluci6 de proteines de la columna espectrefotométricament, mesurant
I'absorbancia a una longitud d’ona de 280 nm.

Les fraccions recollides corresponents al pic d’absorbancia del cromatograma es
carreguen en un gel d’electroforesi i es determina la seva puresa i el titol d’anticossos
tal com s’ha explicat anteriorment, alhora que es determina si aquests anticossos

presenten reaccions creuades contra altres ribonucleases humanes o bovines.

3.3. ELISA sandvitx de quantificacié de RNasa 1

Per a quantificar la concentracid en que la RNasa 1 és present al serum, s’ha posat
a punt un metode de determinacid basat en técniques immunologiques, que és
I'ELISA sandvitx.

Aquest metode es basa en la captura de RNasa 1 present al serum huma per part
d’un anticos policlonal i la posterior deteccio de la RNasa 1 capturada per part d’un
anticos policlonal d’'una especie animal diferent, especific també, per a la RNasa 1
(Harlow i Lane, 1988). Aquest doble reconeixement augmenta molt la sensibilitat del

meétode de deteccid, respecte d’'un ELISA directe amb un sol anticos.
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ELISA sandvitx:

1. Preparar tampons:

Solucié Saline-Tween: Es dlueix 1/10 la solucié x10 preparada amb 90 g/L de NaCl i s’hi afegeix un
0.05% de Tween 20 (polioxietilensorbitan monolaurat; Sigma, EEUU).

Tampé PBS-Tween (pH 7.2): Es dilueix 1/5 una dissoluci6 x5 de composicio: 40.9 g/L de NaCl, 6.7 g/L de
Na;HPO4-2H,0O i 1.7 g/L de NaH,PO4-H,O, si cal s'ajusta el pH a 7.2 amb acid fosforic o NaOH. | s’hi
afegeix un 0.05% de Tween 20.

Tampo6 Carbonat-Bicarbonat (pH 9.6): Barrejant 26 mL de la solucié A (2.75 g de Na>CO; en 130 mL
d’aigua milliQ), 74 mL de solucié B (6.22 g de NaHCO; en 370 mL d’aigua milliQ) i 100 mL d'aigua milliQ.

2. Escolloquen 100 . d’una diluci6é 1:2000 d'anticos policlonal de conill anti-RNasa 1 dissolt en tampé
carbonat-bicarbonat, per pouet d’'una microplaca de 96 pouets amb pretractament per a la unié de
proteines (NUNC, Dinamarca), i s'incuba tota la nit a 4°C o 1h a 37°C en una cambra humida.

3. Es decanta el contingut de la placa i es fan tres rentats amb Saline-Tween, buidant la placa cada
vegada per decantacio i assecant-la bé.

4. Es bloguegen els llocs lliures amb 100 ni per pouet d’'una solucié de llet en pols Molico Sveltesse
(Nestlé, Suissa) a I'1% en tampé PBS-Tween i s'incuba 1h a 37°C en una cambra humida.

5. Esdecanta la soluci6 de bloqueig i es fan tres rentats igual que al punt 3.

6. S'afegeixen a cada pouet 100 L d’una dilucié en PBS-Tween dels antigens, i s'incuba 1h a 37°C en
una cambra humida. Els antigens sén diferents dilucions de mostres que contenen RNasa 1 i la
RNasa 1 recombinant pura per a la recta patr6 (entre 0 i 2 ng/pouet).

7. Esdecanta el contingut dels pouets i es fan els rentats igual que al punt 3.

8. S'afegeixen 100 ni a cada pouet d’'una dilucié 1:400 d’anticos policlonal de gallina anti-RNasa 1 en
tampo6 PBS-Tween, i s'incuba 1h a 37°C en una cambra humida.

9. Esdecanta la solucio i es renta igual que al punt 3.

10. S’afegeixen a cada pouet 100 ni d'una diluci6 1:4000 en PBS-Tween de l'anticos d'ase contra
anticossos de gallina conjugat quimicament a I'enzim peroxidasa (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., EEUU), i s'incuba 1h a 37°C en una cambra humida.

11. Es decanta la soluci6 i es renta igual que al punt 3.

12. Es revela afegint 100 ni de la solucié reveladora BM-peroxidase substrate soluble TMB (Roche,
Alemanya) i s'agita lleugerament fins que comenci a aparéixer el color blau (de 10 s a 5 min). El color
apareix com a resultat de I'activitat peroxidasa que presenta I'enzim conjugat a I'anticos utilitzat en el
punt 10.

13. Satura la reacci6 de revelat afegint a cada pouet 100 ni d’'una solucié de HSO4 0.25M. Aqui, la
solucio es torna groga i es poden detectar les diferencies d'intensitat de manera colorimetrica.

14. Es mesura l'absorbancia de cada pouet a 450 nm (zona de I'espectre corresponent al groc), amb una
absorbancia de referencia de 620 nm, utilitzant un lector de microplaques.

Cal incloure alguns pouets de control negatiu: Un sense I'anticos de captura
(policlonal de conill), un sense antigen (0 ng de RNasa 1), un amb un anticos
policlonal de conill que no reconegui la RNasa 1, un amb un antigen diferent (5

ng/pouet de lisozim) i un amb anticossos de gallina preimmunes.

3.4. Obtencio6 i tractament de les mostres de serum huma

Els serums son de pacients de I’'Hospital Universitari Dr. Josep Trueta de Girona,
que han estat recollits en deju entre les 8 i les 10 del mati. S’han deixat coagular de 10
a 30 min a temperatura ambient i s’han centrifugat a 3500 rpm en tubs que permeten
la separacio estricta del serum i de les cel-lules sanguinies. Aixi s’han conservat a 4°C,
com a maxim 4 dies i després s’han aliquotat i congelat a -20°C.

Els 14 sérums wntrol corresponen a pacients amb ingrés hospitalari per una

patologia que no afecta a I'aparell gastrointestinal, procedents dels serveis de
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traumatologia i oftalmologia, 5 s6n de dones i 9 sén d’homes, i s’han recollit entre
I'abril i I'agost de 1999.

La resta de serums s’han recollit entre I'abril i el novembre de 1999, i 13 son
serums del grup de pacients de neoplasia de pancreas, 5 del de pacients de
pancreatitis, 1 del d’insuficiencia renal i 8 d’altres patologies gastrointestinals, com la
neoplasia gastrica, la de recte i la de colon, i algunes disfuncions pancreatiques, com
un nodul de cap de pancreas, una fistula pancreatica 0 una metastasi d’origen no
pancreatic.

Tots aquests serums sén de pacients ja diagnosticats d’aquestes patologies en el
moment de I'extraccio. A més, en alguns casos es disposa dels valors obtinguts per a
diferents marcadors tumorals com I'antigen carcino-embrionari (CEA) o I'antigen
glucidic CA19.9, marcadors tumorals utilitzats clinicament per a detectar, entre

d’altres, cancer de pancreas.

3.5. Caracteritzacio glucidica de la RNasa 1
3.5.1. ELISA sandvitx per a deteccid de glicosilacio de la RNasa 1

El protocol utilitzat en aquest cas és una variacid del protocol d’ELISA

sandvitx explicat a I'apartat 3.3. En aquest cas la deteccid, enlloc de fer-se amb
anticossos de gallina contra la RNasa 1, es fa amb anticossos especifics contra
antigens glucidics.

ELISA sandvitx de deteccié de glicosilacié en mostres que contenen RNasa 1 glicosilada:

1. Es preparen els tampons:

Solucié Saline-Tween: Es dilueix 1/10 la solucié x10 preparada amb 90 g/L de NaCl i s’hi afegeix un

0.05% de Tween 20.

Tamp6 PBS-Tween (pH 7.2): Es dilueix 1/5 una dissolucié x5 de composicio: 40.9 g/L de NaCl, 6.7 g/L de
Na;HPO4-2H,0 i 1.7 g/L de NaHPO4-H,O, s'ajusta el pHa 7.2 amb acid fosforic o NaOH. | s’hi afegeix un
0.05% de Tween 20.

Tampd Carbonat-Bicarbonat (pH 9.6): Barrejant 26 mL de la solucid A ( 2.75 g de Na,COs; en 130 mL
d'aigua milliQ), 74 mL de solucié B (6.22 g de NaHCO; en 370 mL d'aigua milliQ) i 100 mL d’aigua destil-lada.

2. Es colloquen 100 ni d'una dilucid 1:2000 d’anticos policlonal de conill anti-RNasa 1 dissolt en tamp6é
carbonat-bicarbonat en un pouet d'una microplaca de 96 pouets, amb pretractament per a la unié de
proteines, i s'incuba tota la nit a 4°C o 1h a 37°C en una cambra humida.

3. S’aboca el contingut de la placa i es fan tres rentats amb Saline-Tween. Buidant la placa cada vegada per
decantaciod i assecant-la bé.

4. Es bloquegen els llocs lliures de la placa, que no han quedat recoberts d'antigen, amb 100 ni d’'una
solucié d'albimina serica bovina (BSA) a I'1% en tamp6 PBS-Tween i s'incuba 1h a 37°C en una cambra
humida.

5. Esdecanta la soluci6 bloquejant i es fan tres rentats igual que al punt 3.

6. S'afegeixen a cada pouet 100 ni d’'una dilucié en PBS-Tween dels antigens, i s'incuba 1h a 37°C en una
cambra humida. Els antigens sén diferents dilucions de mostres que contenen RNasa 1 glicosilada.

7. Esdecanta la solucio i es fan tres rentats com al punt 3.

8. S'afegeixen a cada pouet 100 ni d'una dilucié, en PBS-Tween, de I'anticos monoclonal especific per a

I'antigen d’estudi i s'incuba 2h a temperatura ambient en cambra humida.
AcM<Le">R 1:50 (Calbiochem, EEUU)
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9.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

AcM<sLe*™>R-CSLEX1 1:66 (Calbiochem, EEUU)

AcM<sLe®>R 1:2 (donats pel laboratori de la Dra. C. de Bol6s)
Es decanta la solucié d’anticos i es renten els pouets igual que al punt 3.
S'afegeixen a cada pouet 100 ni d'una diluci6, en PBS-Tween, de I'anticos especific que reconegui a
I'anticds anterior i que estigui conjugat amb I'enzim peroxidasa. S'incuba 1h a 37°C en una cambra
humida.

AcP<IgGratoli>Ca-POD 1:2000 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, EEUU)
Es decanta la solucio i es renta igual que al punt 3.
Es revela afegint 100 nL de la soluci6 reveladora BM-peroxidase substrate soluble (3',3-5',5"-
tetrametilbenzadina, TMB) (Roche, Alemanya) i s'agita lleugerament fins que comenci a aparéixer color
blau (de 10 s a 5 min). Aquesta soluci6 reveladora conté el substrat de I'enzim peroxidasa que es troba
conjugat a I'anticos utilitzat al punt anterior.
S’atura la reaccio de revelat afegint a cada pouet 100 ni d'una solucié de HSO, 0.25M. Aqui, la solucid
es torna groga i es poden detectar les diferéncies d'intensitat de manera colorimétrica.
Es mesura I'absorbancia a 450 nm de cada pouet (zona de I'espectre corresponent al groc), amb una
absorbancia de referéncia de 620 nm, utilitzant un lector de microplaques.
S’hi inclouen alguns pouets de control positiu i negatiu, segons I'antigen glucidic que es vulgui detectar.

3.6. Caracteritzacio glucidica de la superficie cel-lular
3.6.1. ELISA sobre cél-lules fixades

Aquest meétode permet la deteccio de les estructures glucidiques presents a la

superficie cel-lular. Quan un cultiu de cel-lules en placa de 96 pouets arriba a

confluéncia, es fixen les cél-lules i se’n detecten les estructures glucidiques amb

anticossos seguint un protocol similar a 'TELISA directe.

ELISA sobre cél.lules fixades:

1. Es preparen els tampons:

Tamp6 PBS(pH 7.2): Es dilueix 1/5 una dissolucié x5 de composicié: 40.9 g/L de NaCl, 6.7 g/L de
NazHPO4-2H,0 i 1.7 g/L de NaH:PO4-H,O, s'ajusta el pH a 7.2 amb acid fosforic o NaOH.

Tampé de dilucié d'anticossos : PBS 1% BSA.

Tampo de fixacio: formaldehid 2% en PBS.

2. Se sembren 10* cél-lules/pouet en medi complet (DMEM 10%FBS) i es deixen créixer fins a
confluéncia canviant el medi cada 2 dies.

3. Es renten les cél-lules 3 vegades amb PBS.

4. S’hi afegeixen 100 ni. de tampo de fixaci6 i es deixen fixar a temperatura ambient 20min.

5. S’aboca el contingut de la placa i es fan tres rentats amb PBS. Buidant la placa cada vegada per
decantaci6 i assecant-la bé.

6. Es bloquegen els llocs lliures de la placa, que no han quedat recoberts de cél-lules, amb 100 nL

d’una solucié d'albimina serica bovina (BSA) a I'1% en tampd PBS i s'incuba 1h a temperatura
ambient en una cambra humida.

7. Es decanta la soluci6 bloquejant i es fan tres rentats igual que al punt 5.

8. S'afegeixen a cada pouet 100 ni d'una diluci6, en tamp6 de dilucié d'anticossos, de I'anticos
monoclonal especific per a I'antigen d’'estudi i s'incuba 2h a temperatura ambient en cambra
humida.

AcM<sLe*>R-CSLEX1 1:66 (Calbiochem, EEUU)

AcM<sLe®>R 1:2 (donats pel laboratori de la Dra. C. de Bolds)
AcM<H2>R 1:800 (donats pel laboratori de la Dra. C. de Bolés)
AcM<Le”>R 1:50 (Calbiochem, EEUU)

9. Es decanta la solucié d’'anticos i es renten els pouets igual que al punt 5.

10. S'afegeixen a cada pouet 100 ni d'una dilucié, en tamp6 de dilucié d’anticossos, de I'anticos
especific que reconegui a I'anticos anterior i que estigui conjugat amb I'enzim peroxidasa. S'incuba
1h a temperatura ambient en una cambra humida.

AcP<IgGratoli>Ca-POD 1: 2000 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, EEUU)

11. Esdecanta la solucié i es renta igual que al punt 5.

12.  Es revela afegint 100 nL de la solucié reveladora BM-peroxidase substrate soluble (3',3-5',5-
tetrametilbenzadina, TMB) (Roche, Alemanya) i s'agita lleugerament fins que comenci a apareixer
color blau (de 10 s a 5 min). Aquesta soluci6 reveladora conté el substrat de I'enzim peroxidasa que
es troba conjugat a I'anticos utilitzat al punt anterior.

13.  S'atura la reacci6 de revelat afegint a cada pouet 100 ni d'una solucié d’'HSO. 0.25M. Aqui, la
solucié es torna groga i es poden detectar les diferéncies d’intensitat de manera colorimeétrica.
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14. Es mesura I'absorbancia a 450 nm de cada pouet (zona de I'espectre corresponent al groc), amb
una absorbancia de referéncia de 620 nm, utilitzant un lector de microplaques.

15.  S'hiinclouen alguns pouets de control positiu i negatiu. Un dels controls negatius soén les cél-lules
de carcinoma mamari MCF7 que no contenen aquests tipus d’antigens Lewis (Soule i col., 1973).

3.7. Purificaci®6 de RNasa 1 de medi de cultiu de ceéellules de

cancer de pancreas huma

Les cél-lules d’adenocarcinoma pancreatic huma son adaptades a creixer en medi
de cultiu BMS 10%. Es recull el medi condicionat on les cél-lules han secretat la
RNasa 1 i es congela.

La purificacié consta de tres passos cromatografics: el primer és una columna
d’afinitat a heparina, el segon és una columna d’intercanvi cationic i el darrer és una
cromatografia de fase reversa.

3.7.1. Cultiu de cél.lules i acumulacié de medi:

La linia cel-lular Capan-1 (ATCC HTB-79) és una linia d’adenocarcinoma
pancreatic huma molt diferenciada, establerta a partir d‘una metastasi a fetge d’un
tumor primari de pancreas (Fogh i col., 1977). La linia cel-lular MDAPanc-3 (Frazier
i col., 1990) és una linia d’adenocarcinoma pancreatic huma establerta a partir de la
metastasi a fetge d’'un adenocarcinoma pancreatic moderadament diferenciat
localitzat al cap del pancreas. Aquestes cel-lules secreten RNasa 1 al medi de cultiu
(Ferndndez-Salas i col., 2000).

Les cél-lules s’adapten a créixer en medi basic suplementat amb 10%BMS (asal
medium supplement; Seromed, Alemanya), que gairebé no conté RNasa bovina, ja que
aquesta podria interferir en I'estudi donat que la RNasa A que conté és molt similar a
la RNasa 1 (Fernandez, 1998).

Aixi, s’han cultivat en medi de cultiv: DMEM Glutamax (Gibco, Regne Unit),
amb un 10% de BMS i 5ug/mL de Gentamicina (Gibco, Regne Unit).

El protocol de cultiu cel-lular rutinari i d’acumulacié i concentracié del medi de

cultiu és el que es descriu a continuacio.

Cultiu rutinari de ceél.lules i acumulacié de medi condicionat:
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Se sembren 10° cél-lules en un flascé de cultiu de 175cnf amb 35 mL de volum de medi de cultiu DMEM
(Gibco, Regne Unit) suplementat amb un 10% de BMS (Seromed, Alemanya) i 5ug/mL de Gentamicina
(Gibco, Regne Unit) i es deixen en un incubador a 37°C, 5% de CO; i 90% d’humitat durant 48h.

Quan les cél-lules es trobin en creixement exponencial, es canvia el medi per medi fresc i es deixen a
I'incubador 48h més. Passades aquestes 48h, se’n recull el medi i es congela.

Si les cél-lules han arribat a ocupar un 80% de la superficie del flasc6 de cultiu (han arribat a confluéncia)
es procedeix a desenganxar les cél-lules de la superficie del flasco (procés anomenat tripsinitzacio).

Tripsinitzacid: es retira el medi de cultiu, s'afegeixen 3 mL de soluci6 salina-EDTA per a eliminar les restes
de medi i s’hi afegeixen 1.5mL de tripsina (Gibco, Regne Unit), deixant-la actuar fins que s’observi que les
cel-lules es desprenen de la superficie del flascé de cultiu, com a maxim 1 minut.

El procés de tripsinizacio s'atura afegint 4mL de medi de cultiu suplementat amb 10% sérum bovi fetal
(FBS; GIBCO, Regne Unit), que conté inhibidors de tripsina. Se'n recull la suspensi6 de cél-lules i es
centrifuga 8min a 1500rpm. El precigitat de cellules és ressuspés en un volum determinat de medi
complet i se sembren altra vegada 10° cél-lules en un flascé de cultiu de 175cnt, les cél-lules restants es

poden congelar i conservar en nitrogen liquid.

El procés d’acumulacié de nedi es repeteix, fent sembres consecutives, fins a

aconseguir el volum desitjat.

3.7.2. Concentracio del medi de cultiu

Per a reduir el volum de medi de cultiu acumulat, aquest es concentra per
ultrafiltracio tangencial amb una membrana que permet el pas de molécules menors
de 5000Da (EasyLoad, Millipore, EEUU).

Préviament, el medi acumulat s’ha de centrifugar 30min a 10000g per a eliminar-
ne les restes cel-lulars, i s’ha de filtrar a través de filtres amb 0.22mm de mida de
porus i baixa retencié de proteines (Gelman Laboratory- Pall, EEUU).

Al medi concentrat obtingut s’hi troben totes les molécules de més de 5000Da,
entre elles la RNasa 1 secretada per les cél-lules d’adenocarcinoma pancreatic

(d’aproximadament 15 kDa).
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3.7.3. Cromatografia d'afinitat a Heparina

El medi concentrat es dialitza en el tampéd A de la cromatografia dafinitat
utilitzant sacs de dialisi que permeten el pas de molecules menors de 3000Da
(SpectraPor, EEUU) i s’injecta a la columna.

La columna utilitzada és una HiTrap Heparin (Amersham Biosciences, Suécia) per
a un sistema d’elevada resolucié FPLC. Aquesta columna esta constituida per una
reina d’agarosa que porta unida covalentment heparina (un glicosaminoglica altament
sulfatat de la mucosa intestinal de porc) i esta indicada per a separar enzims d’unio a
acids nucleics, com la RNasa 1, o d’altres proteines (factors de creixement o
proteines de coagulacio).

Cromatografia d’afinitat a Heparina HiTrap Heparin:

Tampons filtrats i desgasificats per ultrasonicacio:
A: 50mM TrisHCI 20mM Na Cl pH 7
B: 50mM TrisHCI 1.5M NaCl pH 7
El volum de columna és 5mL.
En un sistema FPLC.

S’equilibra la columna amb 10 volums de columna de tamp6 A a un flux ImL/min.

Es carrega a la columna la mostra dialitzada i es comencen a recollir fraccions d1mL a un flux de 1
mL/min.

S'elueix la mostra que no s'uneix a la reina d’Heparina amb 1 volum de columna de tampo A.

S’elueix part de la mostra unida a la reina amb un primer gradient sali de 20 volums de columna fins
a un 40% de tampd B.

S'elueix la mostra unida amb 10 volums de columna fins a un 100% de tampé B.
Es regenera la columna amb 2 volums de columna de tampé B 100%.

7. Esrentaamb 5 volums de columna de tamp6 A i 10 volums de columna d’aigua milliQ i es conserva
en etanol 20%.

P MR

oo

Per tal de seguir purificant la RNasa 1 es procedeix a reunir les fraccions positives
per a RNasa 1 determinades per ELISA sandvitx (veure apartat 3.3). Posteriorment,
es dialitzen front d’aigua milliQ, per a eliminar-ne les sals, i es liofilitzen.

Se’n determina la quantitat de proteina total pel métode de Bradford (veure
apartat 3.9) i la quantitat total de RNasa 1 de les fraccions positives per ELISA
sandvitx.
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3.7.4. Cromatografia d’intercanvi cationic

Per a la segiient etapa de purificacio s'utilitza una columna cromatografica
MONO-S HR 5/5 (Amersham Biosciences, Suecia) en un equip de cromatografia
FPLC.

En aquesta columna queden retingudes aquelles proteines de pl superior al pH del
tampd d’equilibrat (carregades positivament), ja que poden interaccionar amb els
grups SO, de la reina. S'utilitza un tampd d’equilibrat a pH 5.5, de manera que la
ribonucleasa, de pl elevat, queda retinguda a la columna, i és eluida amb un gradient

sali creixent.

Cromatografia d’intercanvi cationic MONO-S HR 5/5:

Tampons filtrats i desgasificats per ultrasonicacio:
A: 25mM Acetat sodic pH 5.5
B: 25mM Acetat sodic 1M NaCl pH 5.5
El volum de columna és 1mL.
En un sistema d’elevada resoluci6é FPLC.

1. S’equilibra la columna amb 15 volums de columna de tampd A a un flux constant d’AmL/min.

2. Escarrega a la columna la mostra ressuspesa en tamp6 A i es comencen a recollir fraccions d’1lmL a
un flux de d'1 mL/min.

3. S’elueix la mostra que no s'uneix a la reina de MONO-S amb 15 volums de columna de tamp6 A

4. S'elueix part de la mostra unida a la reina amb un primer gradient sali de 75 volums de columna fins
a un 40% de tampo B.

5. S’elueix la mostra unida amb 15 volums de columna fins a un 100% de tampé B.

6. Es regenera la columna amb 10 volums de columna de tampé B 100%.

7. Esrenta amb 5 volurms de columna de tampd A i 10 volums de columna d’aigua milliQ i es conserva

en etanol 20%.

Les fraccions que per ELISA sandvitx contenen RNasa 1 s'uneixen, es dialitzen
en aigua MilliQ i es liofilitzen.

Si després d’aquest punt el contingut de proteina total (mesurat pel métode de
Bradford) és molt elevat per a seguir amb una cromatografia de fase reversa, es
portara a terme una segona cromatografia d’afinitat a heparina per disminuir el
contingut proteic total.

3.7.5. Cromatografia de fase reversa

Finalment, les proteines presents en les fraccions amb RNasa 1 que son eluides de
la columna anterior son separades segons la seva hidrofobicitat mitjancant una
cromatografia de fase reversa amb una columna Protein C4 (Vydac, EEUU) per a
HPLC.
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Cromatografia de fase reversa amb una columna Protein C4 (Vydac):

Tampons desgasificats per ultrasonicacio:
A: Aigua milliQ 0.1% acid trifluoroacétic
B: acetonitril 0.1% acid trifluoroacetic
El flux de treball és de 0.5 mL/min i el volum de columna és de 2.5mL.

1. S'equilibra la columna amb 4 volums de columna d'un 10% de tampd B i un 90% de tampé A.

2.  S'injecta la mostra dissolta en aigua milliQ.

3. S’elueix la mostra no unida amb 2 volums d’'un 10% de tamp6 B i un 90% de tampé A.

4. S'elueix la mostra amb un gradient de 4 volums de columna de 10 a 22% de tamp06 B.

5.  S’elueix la mostra més unida amb un gradient de 15 volums de columna de 22 a 33% de tamp6 B.

6. S’acaben d'eluir les proteines encara unides amb un gradient d’1 volum de columna de 33 a 100% de
tampo B.

7. Esregenera la columna amb 2 volums de columna de tampd B 100%.

8.  Esreequilibra la columna amb 4 volums de columna de 10% de tampé B.

La determinacio i quantificacio de la RNasa 1 també s’ha portat a terme

mitjancant assaigs d’ELISA sandvitx.

3.8. Caracteritzacié i quantificaci6 de la RNasa 1 durant la
purificacié

3.8.1. Gel d'electroforesi de deteccid d’activitat ribonucleolitica: zimograma

El protocol utilitzat es basa en el descrit per Bravo i col. (1994) i consisteix a
separar electroforéeticament les proteines d’una mostra determinada, detectant per
activitat, la preséncia de ribonucleasa. Es un métode molt sensible, que pot detectar
fins a 1 pg de ribonucleasa A bovina (Bravo i col., 1994).

L’electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants amb
dodecil-sulfat sodic (PAGE-SDS) es realitza tal com es descriu a I'apartat 3.2 d’aquest
capitol. Aquest métode es basa en la polimeritzacié d’un gel inferior, que presenta
una proporcio d’acrilamida adient per a la separacio de proteines segons el seu pes
molecular, i després, la d’un gel apilador, que presenta una proporcié d’acrilamida
baixa, que afavoreix el posicionament sincronitzat de les mostres a l'inici del gel
separador. Per al zimograma la proporci6 d’acrilamida del gel inferior és del 15% i la
del gel superior és del 3%.

L’adaptacio del metode electroforétic per a poder detectar ribonucleasa, consisteix
a incloure en el gel inferior un substrat de I'’enzim ribonucleasa: acid policitidilic
(poliC) o acid poliuridilic (poliU) d’elevat pes molecular (Pharmacia, Suécia), fins a

una concentracié de 3 mg/mL.
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L’electroforesi corre a 15mA/gel de poliacrilamida durant uns 90 min, i despreés es

procedeix al revelat del gel d’activitat seguint el seglient protocol:

Revelat del gel d’activitat 0 zimograma:

1. S’extreu I'SDS del gel d’electroforesi al 15%, deixant-lo en agitacié suau a temperatura ambient en una
cubeta amb una soluci6 10 mM Tris-HCI pH 8, 20% isopropanol (v/v), fent-ne dos canvis de 15 min
cadascun.

2. Es deixa el gel en agitacié suau a temperatura ambient en una solucié 10 mM Tris-HCI pH 8, fent-ne dos
canvis de 15 min cadascun, per eliminar I'isopropanol.

3. S'incuba el gel en agitacié suau a temperatura ambient en una solucié 0.1 M Tris-HCI pH 8 fins que es
vegin les bandes de la digestio enzimatica prou definides. El seguiment es realitza posant el gel sota llum
ultraviolada (1 =254nm).

4. Es tenyeix durant 5 min en agitacio suau a temperatura ambient amb Blau de Toluidina al 0.1% en 0.1 M
Tris-HCI pH 8 (p/v).

5. Esrenta amb aigua destil-lada abundant fins que s’hagi eliminat I'excés de colorant.

L’efecte de I'alliberament de nucleotids per I'activitat ribonucleolitica és visible
durant el procés de digestio enzimatica col-locant el gel sota llum ultraviolada. També
es poden veure les zones del gel on I'enzim és present enyint-lo amb blau de
toluidina, que tenyeix nucleotids especificament. Alla on I'enzim és present s’hi
veuran bandes blanques sobre un fons blavds degut a I'activitat de la RNasa 1 que

haura degradat el substrat.

3.8.2. Electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants amb

SDS: tincid amb nitrat de plata

Aquest méetode es basa en que, una barreja de proteines problema se separen per
electroforesi en gel de poliacrilamida, en condicions desnaturalitzants per la preséncia
de dodecilsulfat sodic (SDS), segons el métode descrit per Laemmli (1970).

La tinci6 amb nitrat de plata és un metode no quantitatiu i especific per a
proteines que té una sensibilitat que permet detectar entre 2 i 5ng per banda de

proteina.

Tinci6 de gels d’electroforesi d’acrilamida amb nitrat de plata:

1. Fixacio de les proteines: 50% metanol, 12% d'acid acétic, formaldehid 37% (0.5 mL/L) durant 1h amb
agitacio suau.

Rentats: Tres rentats de 20 min cadascun amb etanol 50%.

Pretractament oxidant: Es deixa 1 min en Na>S,0s-5H,0 (0.2 g/L).

Rentats: Tres rentats de 20 s cadascun amb aigua milliQ.

Impregnacid: Es deixa 20 min ben protegit de la llum en AgNOs (2g/L), formaldehid 37% (0.75 mL/L),
en agitacio suau.

Rentats: Dos rentats de 20 s cadascun amb aigua milliQ.

Revelat: Es deixa 10 min en agitacié suau en una solucié de Na,COs; (60g/L), formaldehid 37% (0.5
mIJL), Na2$203-5H20 (4 mg/L)

Rentats: Dos rentats de 2 min cadascun amb aigua milliQ.

No gapwebd

©
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9. Aturada: Es deixa 10 min en 50 % metanol, 12% acid acetic.

10. Rentats: Deixant-ho aproximadament 20 min en metanol 50%. Els gels es poden conservar en
metanol 50%.

3.9. Determinacio de la quantitat de proteina total
3.9.1. Métode de Bradford

Aquest metode de determinacié de la quantitat de proteina total, descrit per

Bradford (1976), es basa en el canvi cel maxim d’adsorcié de 465 a 595nm que
experimenta el colorant Coomassie Brilliant Blue G250 (BioRad, Alemanya) en
resposta a diferents concentracions de proteina. El colorant s’'uneix principalment als
aminoacids basics i aromatics (especialment l'arginina) i és un assaig Util per a
determinar concentracions de proteines i de polipéptids amb pesos moleculars de
més de 3000-5000 Da, depenent dels seus grups carregats.

La quantificacio de la proteina d’'una mostra problema s’ha determinat interpolant
el valor de l'absorbancia en una recta patré construida amb concentracions
conegudes de proteina (entre 0 i 50 ng/mL), en aquest cas s'utilitza albimina de
serum bovi (BSA; Sigma, EEUU).
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. Determinacio de la concentracié de RNasa 1 en sérum
4.1.1. Produccid i purificaci0 d’anticossos policlonals de gallina contra la

Ribonucleasa 1

Per tal de dur a terme l'assaig de determinacid de RNasa 1 en serum son
necessaris dos anticossos que reconeguin la RNasa 1.

Es disposa d’un anticos policlonal de conill contra la RNasa 1, produit pel grup de
treball i utilitzat, previament, per al marcatge immunologic de teixit pancreatic per
técniques d’immunohistoquimica. Aquest anticos no presenta reaccions creuades
amb la resta de ribonucleases humanes (Peracaula i col., 2000).

S’ha escollit produir el segon anticos policlonal en gallina, donada la seva distancia
evolutiva amb el conill. D’aquesta manera s’espera que els epitops de la RNasa 1
reconeguts per ambdds anticossos siguin diferents.

La produccié d’anticossos policlonals en gallina presenta d’altres avantatges com:
la facilitat d’obtencio i purificacid dels anticossos a partir del rovell de I'ou (Schade i
col., 1996) i les grans quantitats que se'n poden obtenir (Gassmann i col., 1990).
Alhora, les proteines molt conservades en els mamifers, com la RNasa 1 (Schein,
1997), sén més immunogeéniques en aus, perque ambdues espécies estan distanciades
filogeneticament. Per tant, la quantitat d’antigen necessaria per a una resposta
immunitaria eficient en gallina, és menor que per a conill (Gassmann i col., 1990). A
més, la ribonucleasa de gallina té una homologia de seqiiéncia molt baixa (31%) amb
la ribonucleasa pancreatica humana.

Les immunoglobulines de gallina del tipus Y (IgY) es troben al sérum i al rovell de
I'ou, perqué les gallines protegeixen la seva descendéncia transferint anticossos
materns del serum al rovell de I'ou (Gassmann i col., 1990).

Per a obtenir IgY especifiques per a la RNasa 1, s'immunitza una gallina amb
RNasa 1 pura recombinant i s’obté una solucié concentrada d’lgY, per precipitacio
amb polietilenglicol (PEG). Si la puresa de la solucié no es considera suficient, es pot
purificar la solucid d’lgY precipitades per cromatografia atmosférica de bescanvi
anionic (Song i col., 1985).

S’ha determinat el titol i la puresa dels anticossos obtinguts, després de la

cromatografia de bescanvi anionic, mitjancant un assaig d’ELISA directe i per
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electroforesi de proteines en condicions desnaturalitzants. El titol és
aproximadament 1:400 (fig. 1.5a) i la concentraci6 d’lgY, mesurades com a
concentracié de proteina total pel métode de Bradford, és de 2.8 mg/mL, pero, per
electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants, es comprova

que es troben parcialment pures (fig. 1.5b).
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Figura 1.5: a) Grafic de la determinaci6 del titol d’anticossos per ELISA directe. b)
Electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants tenyit amb blau de
Coomassie [L:anticossos; 2: anticossos tractats amb 2-mercaptoetanol; 3: marcadors de pes
molecular (M)].

4.1.2. Deteccio de RNasa 1 en serum per ELISA sandvitx

Per a detectar la presencia de RNasa 1 en mostres seriques i per a quantificar-la

s’ha establert un protocol d’ELISA sandvitx. Aquest protocol es basa en la captura de
RNasa 1 del serum amb un anticos policlonal de conill i en la deteccid posterior
d’aquesta proteina amb un anticos policlonal de gallina. Aquests anticossos produits
son especifics per a la deteccid de RNasa 1, no presenten reaccié creuada amb cap
ribonucleasa humana.

S’estableix una recta patrd de RNasa 1 recombinant pura que permet quantificar la

proteina en les diferents mostres seriques (fig. 1.6).
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Figura 1.6: Recta patré utilitzada per a determinar la concentracio sérica de RNasa 1.

Aquesta recta patro és lineal entre 0.1 1 ng/mL de RNasa 1, cosa que suposa que
aquest ELISA sandvitx és un metode sensible.

Placaltraa?qa AcP<RNasalsc Mostra  Bloqueig dels AcP<RNasal>G  acp <gallina
peralaunio Ac asa d‘RNasal llocs liures lgY>A-POD

de proteines

Figura 1.7: Esquema del protocol de quantificacio de RNasa 1 per ELISA sandvitx.

El protocol d’ELISA sandvitx amb anticossos policlonals de conill i gallina (fig.
1.7), seria facil d’utilitzar com a control rutinari de la deteccié de nivells de RNasa 1
en serum perqueé permet I'assaig de moltes mostres alhora, I'error metodologic comes
no supera I’11% i la variabilitat entre assaigs és d’un 10%, com a maxim.

Els anticossos policlonals de conill i de gallina utilitzats en el present treball s’han
produit contra proteina (RNasa 1) pura recombinant, donada la necessitat de
disposar d’antigens totalment purs per a limitar la irreproducibilitat i variabilitat

propia dels anticossos policlonals. A més, per tal de disminuir la variabilitat intrinseca
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d’aquests anticossos, a cada assaig s’ha utilitzat una recta patré interna amb aquesta

proteina pura.

Les mesures dels nivells de RNasa 1 serica s’han portat a terme en sérums de
diferents pacients de I'Hospital Universitari Dr. J. Trueta de Girona. En un grup de
13 pacients de neoplasia de pancreas, que es troben en el rang d’edat entre 52 i 89
anys, en un grup de 6 pacients de pancreatitis, que tenen edats compreses entre 31 i
83 anys i en un grup de pacients d’altres patologies associades, com la neoplasia
gastrica, de recte i de colon, la insuficiencia renal i patologies no neoplasiques
associades al pancreas, com una fistula o un nodul de cap de pancreas, que es troben
en el marge d’edat entre 47 i 82 anys. El grup de 14 pacients control sans tenen entre
29 i 78 anys, i son pacients amb ingrés hospitalari per patologies no relacionades amb
el tracte gastrointestinal, que procedeixen dels serveis de traumatologia i

d’oftalmologia.

Al grafic conjunt per a totes les patologies (fig. 1.8), es pot observar que alguns
pacients de cancer de pancreas presenten nivells més alts que els controls, pero
també n’hi ha alguns que els tenen com els controls. Pel que fa a la pancreatitis, hi ha
un pacient de pancreatitis cronica amb nivells molt més alts que la resta de pacients
del mateix grup i que els del grup control. Si no es té en compte aquest pacient (taula
1.2), els nivells mitjans de RNasa 1 del grup de pacients de pancreatitis son com els
del control. Al grup de pacients de varies patologies es troben nivells molt elevats al
pacient d’insuficiéncia renal i, si no es té en compte (taula 1.2), la resta de pacients
tenen valors mitjans similars als dels pacients del grup afectat de neoplasia de

pancreas.
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Figura 1.8: Representaci6 grafica de la concentracié de RNasa 1 en sérum de pacients
agrupats segons la patologia: pacients control sans, pacients de neoplasia pancreatica, de

pancreatitis i d’altres patologies no pancreatiques.

Patologia N ng/mL de RNasa 1?
Control 14 851 + 150
Neoplasia de pancreas 13 935 + 192
Pancreatitis 5 763 £ 171
Pancreatitis cronica 1 1240 + 36
Insuficiéncia renal 1 1858 + 287

Altres patologies 8 948 + 244

Taula 1.2: Concentracions de RNasa 1 en serum de diferents pacients, mesurades per
ELISA sandvitx p: Els resultats s’expressen com a mitjana * error estandard, N és el

nombre de pacients].

No es troben diferéncies significatives en un analisi de variancies ANOVA

(F=1.2; p=0.32), entre la RNasa 1 detectada al grup de pacients control, al de

pacients de neoplasia de pancreas, de pancreatitis o d’altres patologies. A més, es

compara el valor dels pacients control amb el dels altres tres grups, per a veure si hi

ha diferéncies significatives entre els nivells quan existeix qualsevol estat patologic, i

es veu, amb un contrast d’ANOVA, que no hi ha diferéncies significatives (t=0.87,

p=0.1).
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Els pacients d’insuficiencia renal, tal com havien determinat ja altres autors, com
Shenkin i col. (1976) i els de la taula 1.1, tenen nivells molt elevats de RNasa 1 a
sérum a causa de la dificultat dels pacients afectats d’eliminar aquesta proteina de la

sang. En aquest cas, les diferencies respecte als pacients control, si que serien

significatives en un test t-Student (t=- 6.8; p<0.01).

Amb el meétode de deteccié desenvolupat en el present treball, s’han trobat
concentracions de RNasa 1 en sérum (taula 1.2) lleugerament més elevades que les
dels autors que ho havien determinat abans, tant per activitat com per
radioimmunoassaig (taula 1.1).

Aquesta diferencia pot ser deguda a que els anticossos utilitzats en el present
treball (tot i ser policlonals) no presenten reaccions creuades amb altres ribonucleases
humanes perqué s’han produit contra RNasa 1 recombinant pura, a diferéncia dels
anticossos produits per altres autors (Kurihara i col., 1982).

Un altre aspecte que podria explicar aquesta diferéncia, fa referéncia al fet que la
RNasa 1 esta glicosilada, i que a cap dels assaigs d’altres grups no s’havia avaluat la
influencia de la glicosilacio de la RNasa 1, utilitzada per a la producci6 d’anticossos
contra aquesta proteina. Aixo podria explicar que aquests autors detectin nivells més
baixos de ribonucleasa sérica que els observats en aquest treball, ja que, en aquest cas,
s’ha utilitzat RNasa 1 recombinant no glicosilada.

La preséncia d’altres tipus de ribonucleases al serum no interfereix a I'assaig
d’ELISA sandvitx, si en canvi, interfereix en els assaigs d’activitat enzimatica, on tots
els tipus de ribonucleases presents al serum poden degradar qualsevol substrat
utilitzat, encara que amb diferent eficiencia enzimatica, i seran detectats en conjunt
(Sorrentino i Libonati, 1997).

De les dades presentades se'n despren que la quantitat de RNasa 1 present al
sérum no es pot utilitzar com a marcador per al cancer de pancreas, tot i haver

millorat la sensibilitat del méetode de deteccié amb un ELISA sandvitx especific.
Estudis previs del grup de treball mostren que la RNasa 1, en pancreas de pacients

sans, esta glicosilada de manera diferent que la RNasa 1 produida per linies cel-lulars

d’adenocarcinoma pancreatic (Nan i col., 1998; Fernandez-Salas, i col., 2000).
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Aquestes diferencies glucidiques sobre la proteina s’estudien per a avaluar el seu

Us com a marcador del cancer de pancreas

4.2. Caracteritzaci6 glucidica de la RNasa 1

L’analisi de la composicié en monosacarids dels glicans de la RNasa 1 purificada
de pancreas sa mostra nivells elevats de fucoses, abséncia d’acid sialic i la preséncia
de I'antigen Lewis’ (Le’). En canvi, la RNasa 1 purificada del medi de cultiu de la linia
d’adenocarcinoma pancreatic Capan-1 presenta acid sialic i I'antigen glucidic
sialilLewis” (sLe”) (Ribd i col., 1994; Fernandez-Salas i col., 2000).

Amb aquestes dades previes, es desenvolupa una metodologia d’estudi de la
glicosilaci6 de la RNasa 1 sobre mostres biologiques sense necessitat de purificar-la
préviament.

Aquesta metodologia es posa a punt a partir de medis de cultiu de cél-lules
d’adenocarcinoma pancreatic i de teixit homogeneitzat de pancreas de donant sa, ja

que presenten una major concentracié de RNasa 1.
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4.2.1. Analisi de la glicosilaci6 de la RNasa 1

Donada la informacié previa sobre la glicosilacié de la RNasa 1 (Rib6 i col., 1994;

Fernandez-Salas i col., 2000) es desenvolupa un meétode que permeti detectar la
presencia d’antigens sialilats del tipus Lewis, com el sLe* i el sLe® i d’'antigens
fucosilats del tipus Le” (taula 1.3).

TIPUS 1 TIPUS 2
O)'R @'V—R <>—I—R O—®R
: & @ *
@ H1 * Sialil-Lewisa H2 Sialil-Lewisx

O-#r  O-pr omr  Omi
e R

Lewisa @ LewisP Lewisx LewisY

— enllag 1-4 beta
enllag 1-3 = alfa

GlcNAC Q galactosa

| enllag 1-2
Y acidsialic € fucosa

Taula 1.3: Taula resum dels antigens de tipus Lewis.

Aquest metode es basa en unn ELISA sandvitx on la RNasa 1 present en una
mostra és capturada per un anticos policlonal de conill, especific contra aquesta, i la
seva glicosilacio és detectada mitjangant diferents anticossos contra estructures
glucidiques del tipus Lewis.

El medi de cultiu s’obté de linies d’adenocarcinoma pancreatic: Capan-1 i
MDAPanc-3, ambdues secretores de RNasa 1 (Fernandez-Salas i col., 2000).

Per tal d’avaluar la sensibilitat i especificitat d’aquest assaig immunologic, es
comprova la capacitat de deteccio de I'antigen sLe* de la RNasa 1 present al medi de
cultiu de cel-lules de carcinoma pancreatic Capan-1.

A la figura 1.9. es comprova I'especificitat de I'assaig, ja que en diluir més la mostra
disminueix proporcionalment I'absorbancia mesurada. També es comprova la

sensibilitat de I'assaig. Aixi, aquest ELISA sandvitx detecta la preséncia de I'antigen
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sLe* en mostres de RNasa 1 capturada del medi de cultiu concentrat de cél-lules

Capan-1 diluit fins a 100 vegades, €és a dir, en una mostra que conté com a minim 3ng
de RNasa 1.

medi Capan-1
1:10

medi Capan-1 medi Capan-1

1:50
Mostres

1:100

controls negatius

Figura 1.9: Deteccio de la glicosilacié de la RNasa 1 de medi de cultiu de cél-lules de
carcinoma pancreatic per ELISA sandvitx amb deteccio de I'antigen sLex. Es mostra la barra
de la desviacié estandard del calcul de la mitjana dels valors dels controls negatius.

Donada l'especificitat i sensibilitat de I'assaig, aquest s’estén a I'avaluacio de la

presencia de diferents antigens del tipus Lewis en diferents mostres biologiques que

contenen RNasa 1, com un homogenat de teixit pancreatic o el medi de cultiu de

diferents linies cel-lulars de carcinoma pancreatic: Capan-1 i MDAPanc-3.
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Figura 1.10: Detecci6 de glicosilacié de la RNasa 1 per ELISA sandvitx amb detecci6 dels
antigens sLex, sLe= (a) i Lev (b). Es mostra la barra de la desviacio estandard del calcul de la
mitjana dels valors dels controls negatius.

La figura 1.10a mostra que amb aquest assaig es detecten antigens sialilats només
en mostres de RNasa 1 d’origen tumoral (medi de cultiu de linies cel-lulars
d’adenocarcinoma pancreatic) i no se’n detecta la preséncia en mostres de RNasa 1
de pancreas de donant sa. L’antigen sLe” és present en baixa proporcio a la RNasa 1
del medi de Capan-1 i de MDAPanc-3, mentre que l'antigen sLe® és present
principalment a la RNasa 1 del medi de les cél-lules MDAPanc-3.

Comparant la deteccié de I'antigen Lewis’, que presenta fucosa en la seva
estructura, s'observa que aquest antigen és propi de la situacié normal i és absent en
la situacio tumoral. Com es pot observar en la figura 1.10b només hi ha resposta
positiva per les mostres de pancreas i no per a les de medi de cultiu de Capan-1 ni de
MDAPanc-3

Aquests resultats corroboren els estudis previs del grup quant a la glicosilacié de la
RNasa 1 (Nan i col., 1998; Fernandez-Salas i col., 2000), on es descrivia la preséncia
d’acid sialic només en mostres d’origen tumoral i una elevada preséncia de fucoses en
les mostres procedents de pancreas de donant sa.

Aquest treball ha servit de base per a estudis posteriors de la glicosilacio de la
RNasa 1 present al serum (Barrabés, 2002), on es descriuen diferéncies en el patro
bidimensional de les isoformes glicosilades de la RNasa 1 de sérum d’un individu sa i

les isoformes de la RNasa 1 de serum de pacients de neoplasia pancreatica.

4.3. Analisi de la glicosilacio de la superficie cel-lular
Els antigens sialilats i fucosilats de la superficie de les membranes de les cél-lules
de carcinoma pancreatic Capan-1 i MDAPanc-3 (fig. 1.11) s’estudien mitjancant un

ELISA utilitzant anticossos monoclonals contra els antigens tipus Lewis sLe* i sLe®.

1: Cél-lules Capan-1 (10X) 28Cel-lules MDAPanc -3 (10X)
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Figura 1.11: Fotografies de les cél-lules d’adenocarcinoma pancreatic utilitzades en aquest
treball, sota microscopi de contrast de fases, a 10 augments.

Amb aquest assaig es poden determinar quines estructures glucidiques es troben a
les glicoproteines i glicolipids de membrana. La deteccio es realitza sobre les cél-lules

fixades en plaques de cultiu de 96 pouets després d’haver crescut fins a confluéncia.

S’ha observat la presencia de I'antigen sLe* sobre cél-lules d’adenocarcinoma
pancreatic Capan-1 i MDAPanc-3 i l'antigen sLe’ només sobre les cél-lules
MDAPanc-3, utilitzant com a controls cel-lules de carcinoma mamari (MCF-7) que
no expressen aquests antigens a membrana (fig. 1.12). Aquests resultats es
corresponen amb els descrits per Sinn i col. (1992) per immunocitologia, en que

detectaven la preséncia de I'antigen sLe* a la superficie de les cél-lules Capan-1.
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Figura 1.12: ELISA sobre cél-lules on es detecta la preséncia dels antigens sialilats sLex i
SLes,

Els canvis en la glicosilacid de les glicoproteines i glicolipids de membrana,
concretament I'expressio de sLe* i sLe® estan relacionats amb els estadis tardans de
malignitat, que inclouen la invasio i la metastasi, ja que aquests antigens Lewis sén
lligands de I'E i la P-selectines, i permetrien la migracio cel-lular emulant el sistema
immunitari (Fukuda, 1996; Ohyama i col., 1999), (fig. 1.13).
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Figura 1.13: Esquema del procés d’invasio i metastasi on es troben involucrades les
glicoproteines i glicolipids de membrana. Modificat de Kannagi (1997).

Els resultats obtinguts a 'ELISA sobre cél-lules, quant a la presencia d’antigens
Lewis sialilats, s’adiuen amb el fet que les linies tumorals estudiades provenen d’una
metastasi a fetge d’un adenocarcinoma pancreatic. D’aquesta manera sembla que la
presencia dels antigens sLe* i sLe® a les membranes d’aquestes cél-lules es pot

relacionar amb el fet que sén linies cel-lulars metastasiques i invasives.

Estudis immunohistoquimics sobre teixits de pancreas normal i de cancer de
pancreas mostren I'expressié d’antigens relacionats amb Le* en mostres tumorals i la
preséncia d’antigens Le’ a la majoria de teixits normals (Kim i col., 1988; Sinn i col.,
1992). Aquests resultats s’adiuen amb els trobats sobre la glicosilacio de la superficie
cel-lular de cel-lules tumorals i sobre la glicosilacid present a la RNasa 1 secretada per
part d’aquestes.

S’observa la presencia dels antigens sLe” i sLe® sobre les membranes cel-lulars i
sobre la RNasa 1 secretada per aquests linies. Aquest fet suggereix que els canvis
produits en I'expressio de diferents glicosiltransferases presents a les cel-lules
tumorals, es poden observar tant en la glicosilacio aberrant de la superficie cel-lular

com en la glicosilacié de proteines de secrecio.
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4 .4. Purificacid de RNasa 1 de medis de cultiu d’adenocarci-noma

pancreatic

Per tal d’establir i ampliar I'estudi de les diferéncies en la glicosilacié de la RNasa 1
entre la situacié normal i la tumoral es decideix purificar aquesta proteina de pancreas
de donant sa i de medi de cultiu de diferents linies d’adenocarcinoma pancreatic
(Capan-1i MDAPanc-3), per poder dur a terme la seva seqlienciacio glucidica.

Protocols previs del grup havien permes la purificacié de la RNasa 1 de pancreas
de donant sa i de medi de cultiu de diferents linies d’adenocarcinoma pancreatic
(Ribé i col., 1994; Fernandez-Salas i col., 2000). No obstant, les quantitats de RNasa
1 obtingudes no eren suficients per a dur a terme una sequienciacio glucidica.

Per aquest motiu es decideix modificar algunes de les condicions dels protocols de
purificacié establerts (Fernandez i col., 1994): S'augmenta la quantitat de medi de
cultiu inicial, es milloren les condicions del protocol de concentracié del medi de
cultiu i la primera etapa de purificacid per cromatografia de bescanvi ionic es

substitueix per una cromatografia d’afinitat a heparina.

En aquest treball s’ha dut a terme la purificaciéo de RNasa 1 de medi de cél-lules
MDAPanc-3. La ribonucleasa pancreatica secretada per aquesta linia cel-lular
d’adenocarcinoma pancreatic es purifica a partir del medi de cultiu que es va recollint
| emmagatzemant quan aquestes cél-lules es troben confluents al flascé de cultiu.

El seguiment del procés de purificacio es realitza mitjancant la quantificacio de
proteina total pel métode de Bradford i la quantificacid6 de RNasa 1 per ELISA
sandvitx. Alhora que la puresa es determina per gel d’electroforesi en poliacrilamida
tenyit amb nitrat de plata i la preséncia d’activitat ribonucleolitica es detecta per
zimograma.

Es parteix de 4L de medi de cultiu amb un contingut en proteina de 7400mg i
97ny de RNasa 1.

Després de concentrar el medi per ultrafiltracié tangencial fins a 20 vegades, el
primer fraccionament comatografic es porta a terme amb una columna d’afinitat a
heparina (fig. 1.14), enlloc d’'una cromatografia de bescanvi anionic DEAE-Sepharose
utilitzada anteriorment pel grup (Fernandez, 1994). Aquest canvi suposa una millora

perque a causa del pH de treball de la cromatografia de bescanvi anionic DEAE
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(7.25), utilitzada anteriorment, es podrien perdre algunes fraccions de RNasa 1 de
baix punt isoeléectric (pl) que quedessin unides a la reina. Aquestes fraccions de baix
pl s6n importants perqué serien les que presentarien acid sialic en l'arbre de
glicosilacio.
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Figura 1.14: Cromatograma de la purificaci6 de RNasa 1 mitjancant una cromatografia
d'afinitat a Heparina [La barra sota la figura indica les fraccions positives per presencia de
RNasa 1 amb detecci6 per zimograma].

Com es pot observar a la figura (1.14), gran part del contingut proteic no presenta
afinitat a heparina, cosa que permet un primer pas cromatografic on es redueix molt
el contingut de proteina total i on no hi ha perdues apreciables de RNasa 1, ja que
aquesta queda retinguda per afinitat a I'heparina i és eluida mitjangant un gradient
sali.

El seglient pas cromatografic és una cromatografia de bescanvi cationic Mono-S,

que aprofita que la ribonucleasa al pH de treball (5.5) es troba amb carrega positiva i

sera retinguda i eluida selectivament en aplicar un gradient sali (fig. 1.15).
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Figura 1.15: Cromatograma de la purificacié de RNasa 1 mitjancant una cromatografia de
bescanvi cationic Mono-S. [La barra sota la figura indica les fraccions positives per preséncia
de RNasa 1 amb detecci6 per zimograma).

El darrer pas de purificacié és una cromatografia de fase reversa Vydac-C4, en que
les proteines s’elueixen depenent de la seva hidrofobicitat. Aquest darrer pas, a més
de permetre una purificacié total de la RNasa 1, és capa¢ de separar les diferents
fraccions depenent del seu diferent grau de glicosilacio, cosa que permetra la divisid
en RNasa 1 altament, mitjana i poc glicosilada (fig. 1.16).
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Figura 1.16: Cromatograma de la purificacié de RNasa 1 mitjangant una cromatografia de
fase reversa Vydac-C4. [La barra sota la figura indica les fraccions positives (de 22 a 38) per
presencia de RNasa 1 amb deteccid per zimogramal.
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Figura 1.17: Gel d’electroforesi en poliacrilamida tenyit amb nitrat de plata i zimograma de
les fraccions positives per RNasa 1 obtingudes seqiiencialment de la purificacié a partir de
medi de cultiu de cel-lules MDAPanc-3, de la 22 a la 38. Com a referéncia s’han utilitzat
marcadors de pes molecular conegut (M) i RNasa 1 recombinant (rRNasa 1).

A la figura 1.17 s’hi mostra I'esglaonament de bandes degut als diferents graus de
glicosilacié que presenta la RNasa 1 que s’obté sequencialment de la cromatografia
de fase reversa. S’hi pot observar, també, la puresa de les fraccions obtingudes

després del darrer pas cromatografic. La puresa de la proteina obtinguda es posa de
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manifest comprovant que les bandes del zimograma on s’observa activitat son les
mateixes que es detecten en un gel d’electroforesi per deteccidé de proteines amb
nitrat de plata.

El resum del procés de purificacié es mostra a la taula 1.4.

Pas de purificaci6 Volum Proteina total RNasa 1 Puresa Rendiment
(mL) (mg) total (mg) (%) (%)
Medi de cultiu recollit 4000 7400 97 0.001 100
Medi de cultiu concentrat 200 7400 97 0.001 100
Cromatografia d’afinitat a Heparina 80 93 94 0.1 97
Cromatografia de bes canvi cationic Mono-S 200 33 75 0.23 77
Cromatografia de fase reversa 6 - 12 100 12

Taula 1.4: Resum de la purificacié de RNasa 1 secretada per les cel-luless MDAPanc-3.

Tal com es pot observar a la taula de purificacié el rendiment és baix degut,
principalment, a la darrera etapa cromatografica. Pero s'obté suficient proteina per
portar a terme la sequenciacio parcial de les estructures glucidiques que presenta la
RNasa 1 secretada per les cél-lules MDAPanc-3 (Peracaula i col., 2003a).

Les cél-lules d’adenocarcinoma pancreatic Capan-1 secreten més RNasa 1 al medi
de cultiu [66 ng/mL] (Mallorqui, 2003) que les MDAPanc-3 [24 ng/mL]. Els
processos cromatografics sequits per a la purificacié de la RNasa 1 d’ambdues linies

cel-lulars sén els mateixos.

La purificacié de la RNasa 1 de diferents mostres: de pancreas de donant sa i de
medi de cultiu de linies d’adenocarcinoma pancreatic, com Capan-1 o MDA-Panc-3,
han permés la seqlienciacid de les estructures glucidiques que presenta aquesta
proteina i comparar-les segons el seu origen (Peracaula i col., 2003a).

Aixi doncs, s’ha trobat que la composicio en oligosacarids d’aquestes mostres era
molt diferent, sobretot pel que fa a la comparaci6 dels antigens de grup sanguini del
tipus Lewis. La RNasa 1 secretada per cél-lules tumorals presenta estructures amb
carrega negativa com els antigens sLe* o sLe® i la purificada de pancreas sa no
presenta cap estructura sialilada. Una altra diferéncia entre la glicosilacié de la RNasa
1 d’origen normal i tumoral és que la RNasa 1 purificada de pancreas sa presenta més

contingut en fucoses que la RNasa 1 d’origen tumoral, cosa que explica la preséncia
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de I'antigen Le’, entre d’altres. L’estructura GaINAc amb uni6 b trobada només en la
RNasa 1 d’origen tumoral no es troba normalment en glicans del tipus N suggerint
que l'expressié d’aquest tipus de glicans esta relacionada amb una transformacio
maligna (Peracaula i col., 2003a), (taula 1.5).

A la taula 1.5 es resumeixen els resultats obtinguts de la seqtiéncia glucidica de les

diferents mostres de RNasa 1 pura.

Situacié normal Situacié tumoral

el v
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Taula 1.5: Resum de les diferencies en les estructures glucidiques de la RNasa 1 purificada
de pancreas de donant (normal) i de medi de cel-lules de carcinoma pancreatic (tumoral).

Aquests resultats de sequienciacié corroboren els resultats obtinguts anteriorment
mitjancant metodes immunologics, com I'ELISA sandvitx de deteccid de sucres
sobre mostres que contenen RNasa 1 per0o sense purificar-la. Aixi doncs, s'esta
estudiant I'aplicacio d’aquests metodes de deteccid d’estructures glucidiques de la
RNasa 1 sobre mostres seriques i determinar si es podria establir un métode que
permetés utilitzar la glicosilacié de la RNasa 1 com a marcador per al cancer de

pancreas.
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5. INTRODUCCIO

5.1. La glandula prostatica

La prostata és una glandula fiboromuscular que envolta la uretra masculina i que
esta travessada per aquesta i els dos ductes ejaculatoris (fig. 11.1a). La prostata esta
dividida en diferents zones anatomiques, el 95% de la glandula constitueix la zona
glandular distal, dividida alhora en periferica (P) i central (C), i el 5% que resta
constitueix la zona proximal o zona de transicio (T) (fig. 11.1b). La prostata és la
glandula accessoria més gran del sistema reproductor masculi. La seva secrecio,

juntament amb la de les vesicules seminals, contribueix al volum d’ejaculat.

a b
CARA
BUFETA SUPERIOR O ™—
BASE
CARA ——+‘ ) Verum
URETRA POSTERIOR i montanum
Angle de
Dixon
" CARA
TESTICLE_ " ¢ — ANTERIOR
Z .J VERTEX
i: | GLANDULA PROSTATICA | URETRA
PROSTATICA

Figura I1.1: a) Esquema anatomic de la situacio de la glandula prostatica en I’hnome. Extret i
modificat de www.netdoctor.co.uk. b) Esquema d’un tall sagital de la prostata amb la zona
central (C), de transici6 (T) i periférica (P). Extret de http://escuela/med.puc.cl.

Les cel-lules que formen I'epiteli prostatic contenen abundant reticle endoplasmic
rugds, un prominent aparell de Golgi i molts granuls de secrecio.

A la llum de la glandula prostatica s’hi observen amb freqliéncia cossos amilacis 0
concrecions prostatiques, que estan formats per glicoproteines, entre elles I'antigen
prostatic especific (PSA), i poden presentar, a més, diposits de calci (Fawcett, 2000).

La testosterona és la hormona responsable del creixement normal i de la funcid

del teixit prostatic, a través de la seva conversio en dihidrotestosterona (DHT) per

I'accié de I'enzim 5-a-reductasa. Més del 95% de la producci6 de testosterona té lloc
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a les cel-lules de Leydig dels testicles estimulades per acci6 de I’hormona luteinitzant.

Gairebé el 90% de la testosterona que es difon a la prostata és convertidaen DHT.

5.2. Anomalies prostatiques
5.2.1. La hiperplasia benigna de prostata (BPH)

La hiperplasia benigna de prostata (BPH) és una de les patologies prostatiques
més comuns, ja que afecta a més del 60% dels homes de més de 60 anys, perd només
dues terceres parts d’aquests en desenvoluparan els simptomes. Aquesta patologia
esta causada per un engrandiment de la prostata, que pot provocar disfuncions de la
bufeta urinaria. La BPH es presenta principalment a la zona de transicié (T) de la
prostata. Es coneix que els androgens testiculars i I'edat son necessaris per al
desenvolupament de la BPH, per0 encara se'n desconeixen els mecanismes
moleculars (Ward i col., 2001; de la Rosette, 2000).

Fins ara, el diagnostic es realitzava mitjangant I'examinacio histologica del teixit
extret per biopsia o cirurgia, pero Jacobsen i col. (2001) han portat a terme un estudi
exhaustiu d'altres metodologies diagnostiques utilitzades actualment. Aixi, des del
punt de vista dinic i fisiologic, es realitzen questionaris sobre simptomes del tracte
urinari i mesures del flux de miccio6 i del volum prostatic, donat que, en presencia de
BPH, la pressié exercida per la prostata engrandida sobre la part proximal de la uretra
pot causar una disminucié en el flux urinari.

Pel que fa als nivells sérics del marcador antigen prostatic especific (PSA), entre el
25 i el 50% dels pacients de BPH presenten nivells de PSA superiors a 4ng/mL
(Laguna i Alivizatos, 2000). El fet que la prostata tingui un volum superior fa que els
nivells de PSA en sérum siguin més elevats degut a I'augment d’epiteli secretor. La
forma del PSA lliure es troba en concentracions relativament superiors en el serum
de pacients de BPH que de cancer de prostata (Mikolajczyk i col., 2002).

El tractament que s’hi aplica sol ser el seguiment vigilat, la terapia amb farmacs,
les noves tecniques de cirurgia invasiva minima i la cirurgia per a la resseccié
transuretral de la prostata. Algunes de les quimioterapies utilitzades son el blogueig
del receptor d’androgens o la inhibicié de I'enzim 5-a-reductasa amb farmacs o per
fitoterapia (Ward i col., 2001; de la Rosette, 2000; Cabelin i col., 2000). La majoria de

les terapies quirurgiques porten associat un augment dels nivells de PSA séric. En
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canvi, la quimioterapia porta una disminucio dels nivells de fins al 50% (Laguna i
Alivizatos, 2000).

També s’ha de tenir en compte que la presencia de BPH i la coexisténcia de BPH
amb carcinoma prostatic dificulta molt el diagnostic especific d’aquestes patologies
(Filella i col., 2000; Laguna i Alivizatos, 2000).

5.2.2. La neoplasia prostatica intraepitelial (PIN)

Una nova lesio descrita com a precursora del cancer de prostata es relaciona amb
un proces inflamatori i s’lanomena atrofia inflamatoria. D’aquesta manera les cél-lules
amb atrofia inflamatoria esdevenen cél-lules de neoplasia prostatica intraepitelial
(PIN) i després es transformen en ceél-lules de cancer de prostata, en perdre el gen
protector GSTP1 (que codifica per una Stransferasa de glutatid), perque es fan mes
susceptibles a danys per agents oxidants i carcinogens de I'ambient (Nelson i col.,
2003).

La neoplasia prostatica intraepitelial (PIN) es caracteritza per la presencia de
cel-lules atipiques limitant amb ductes d’arquitectura normal. Quan en una biopsia
s’hi troba un PIN d’alt grau, en el 30-50% de les seglients biopsies apareixera cancer
de prostata. Com que el PIN no comporta un trencament de la membrana bassal, la
concentracié serica de PSA no varia (Ward i col., 2001).

Un epiteli prostatic normal pateix diferents alteracions cel-lulars, bioquimiques i
genetiques portant a la formacié d’una neoplasia prostatica intraepitelial, primer de
grau baix i després d’alt grau.

El creixement de la cél-lula epitelial prostatica transformada és un fenomen
depenent d’androgens. Canvis genetics addicionals en PIN d’alt grau, porten a un
cancer de prostata amb creixement depenent d’androgens i del que se’n pot seguir
I'evolucid amb mesures dels nivells sérics del marcador tumoral antigen prostatic
especific (PSA) séric (Agarwal, 2000); (fig. 11.2).
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Figura 11.2: Esquema del procés de genesi del cancer de prostata huma. Extret i modificat

de Agarwal (2000) i de Nelson i col. (2003).
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5.2.3. El cancer de prostata

Incidéncia i mortalitat

El carcinoma prostatic és el cancer més comu en els homes occidentals. Es de
creixement lent, cosa que fa que molts homes morin amb cancer de prostata pero no
per causa d’aquest. EI cancer de prostata és el segon, pel que fa a morts per cancer al
mon (Moul i col., 2003), tot i que als Estats Units ocupa el cinque lloc (Jemal i col.,
2003). La prevalenca d’aquest cancer és proporcional a I'edat, essent I'edat mitjana
dels homes afectats de cancer de prostata al voltant dels 72 anys (Ward i col., 2001).
Alguns estudis han permés avaluar que fins a un 30% d’homes de més de 50 anys, i el
80% del majors de 80, presenten focus de cancer de prostata no detectats, degut al

lent desenvolupament del tumor (Brawer, 1999).

Aquest tipus de cancer mostra una incidéncia creixent deguda, principalment, a la
correlacié d’aquesta neoplasia amb I'edat i al progressiu augment de I'esperanca de
vida de la poblacio, aixi com a les millores en les tecniques de deteccid (Lopez-Otin i
Diamandis, 1998).

La taxa d’incidéncia d’aquest cancer varia geograficament. La maxima taxa
d’incidéncia es troba als paisos escandinaus i la menor als paisos més orientals.
També hi ha diferéncies racials, essent la taxa d’incidéncia superior en homes de raca
negra (Suchil, 2001; Ward i col., 2001; Nelson i col., 2003).

L’any 2000 s’estimaren 60000 morts per cancer de prostata a Europa, cosa que
suposa un augment d’'un 5% del risc de mort per aquesta patologia. Per paisos,
Espanya es troba dins del grup de paisos amb més tendeéncia a I'augment del risc de
mort per cancer de prostata en els propers anys (Boyle i col., 2003).

Pel que fa a la provincia de Girona, en I'estudi de la incidéncia del cancer de
prostata per poblacions, s’observa que la taxa d’incidéncia és de 18 casos cada 100000

homes i la seva distribucio espacial es pot observar a la figura 11.3.

103



GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

Slandardised Incidence Rates. Prostate incidence (males)
[ ¢

I 0-02s

PN 09-1.44

B 144-4487

Figura 11.3: Distribucié espacial de la incidencia de cancer de prostata en els homes de la
provincia de Girona, per poblacions. Gentilesa del Dr. M. S&ez de la Universitat de Girona.

S’ha observat certa tendencia familiar en I'aparicid d’aquest cancer, aixi com
I'associacié amb I'inici de la patologia precogment en parents de primer grau. El
consum d’alcohol sembla ser un factor de risc per al cancer de prostata,
principalment per l'acci6 depressora aguda que exerceix sobre els nivells de
testosterona circulant. En canvi, tot i haver trobat nivells de testosterona mes elevats
en individus fumadors, no esta clar que sigui un factor de risc per al carcinoma
prostatic (Suchil, 2001; Nelson i col., 2003).

Pel que fa a la preséncia d’'una patologia prostatica previa, es troba que aquesta
esta associada amb un risc superior de desenvolupar cancer de prostata. Pero la
hiperplasia benigna de prostata (BPH) no sembla ser una condicié precancerosa
important perque tendeix a presentar-se amb major freqliencia a les zones periuretral
i de transicio i no a la zona periferica, on ocorren la majoria de tumors malignes
(Sachil, 2001).

Caracteristiques patologigues
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Pel que fa a la patologia, el 95% dels cancers de prostata sén adenocarcinomes i la
resta son sarcomes, limfomes, carcinomes de cel-lules esquamoses 0 metastasi
d’altres origens. El 80% dels tumors de prostata s’originen a la zona periférica de la
prostata, la resta s’originen a la zona de transici6é (Ward i col., 2001).

El cancer de prostata és una patologia multifocal en més del 85% de les
prostatectomies. Després d’un creixement inicial localitzat a la glandula prostatica, el
tumor penetra la capsula que envolta la prostata seguint els canals perineurals i
limfatics fins arribar als teixits periprostatics. Les primeres metastasi apareixen als
primers noduls limfatics per obturacio, després algunes cel-lules metastasiques
circulants arriben a allotjar-se a I'esquelet i hi formen metastasi osteoesclerotiques.
Rares vegades es troben metastasi a fetge, a bufeta o a glandules adrenals (Ward i
col., 2001).

Diagnostic

Molts homes no tenen simptomes a I’hora del diagnastic i son actius fisicament i
sexual. Pel que fa a la qualitat de vida dels pacients diagnosticats de cancer de
prostata, s’haura de tenir en compte I'efecte psicologic i fisic de la malaltia i del
tractament. Els elements que més poden afectar a la qualitat de vida dels pacients
diagnosticats de cancer de prostata és la impoténcia i la incontinéncia urinaria, i en
molts pacients encara no diagnosticats, la ginecomastia i el dolor de mames degut a la
privaci6 d’androgens, poden causar algunes incomoditats. Tot i que aquests

problemes sén més greus en la terapia anti-androgens (Moul i col., 2003).

Actualment no existeix cap manera de prevenir el carcinoma prostatic, per aquest
motiu els esforgcos se centren en diagnosticar i tractar aquesta patologia el més aviat
possible. Basicament s'utilitzen els nivells sérics de I'antigen prostatic especific (PSA)
i el tacte rectal digital (DRE) per al diagnostic d’aquesta patologia maligna.

Tradicionalment, el tacte rectal ha estat I'exploracié més usada en el diagnostic del
cancer de prostata. Es calcula que la biopsia demostra la preséncia de cancer de
prostata en el 40-50% dels pacients amb tacte rectal positiu (Filella i col., 2000).

La majoria d’autors consideren que els nivells de PSA i el DRE son
complementaris, ja que des de I'inici de I'is del PSA combinat amb DRE, la majoria

dels nous casos diagnosticats es troben confinats a I'organ i la incidencia de metastasi
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ha disminuit, és a dir, ha augmentat la deteccidé de cancers potencialment curables
(Nash i Melezinek, 2000).

El PSA és I'inic marcador tumoral que s'utilitza actualment per a dur a terme
testos de garbell no invasius sobre poblacions, i que permet la deteccid de cancers de
prostata microscopics de manera precog. Gracies a aixo, si es millora I'especificitat
d’aquest marcador, es podrien localitzar els individus que encara no han desenvolupat
el cancer, per0 que ho faran, i poder fer-los un seguiment especial i aplicar-los una
terapia preventiva (Garnick i Fair, 1999; Brawer, 1999).

La utilitat del PSA en el diagnostic precog del cancer de prostata ha de ser valorat
en referencia a quatre criteris: especificitat, és a dir, capacitat per a diferenciar entre
cancer de prostata i patologies benignes com la BPH, sensibilitat diagnostica,

complementarietat amb el tacte rectal i precocitat diagnostica (Filella i col., 2000).

Estudis previs (Catalona i col., 1991 i Brawer i col., 1999) demostraren que nivells
de PSA en serum superiors a 4ng/mL en homes de 50 anys 0 més estan associats
amb aproximadament un 33% de possibilitats de deteccid de cancer de prostata en la
primera biopsia diagnostica.

La definicio d’un llindar de PSA planteja un dilema entre I'eleccio d’un nivell que
garanteixi la sensibilitat suficient i que ofereixi una elevada especificitat. Actualment
s’accepta que pacients amb una concentracié de PSA inferior a 4ng/mL, no cal que
siguin sotmesos a biopsia prostatica, i que pacients amb concentracions de PSA
superiors a 10ng/mL si que hi han de ser sotmesos. Es defineix una zona gris per a
concentracions de PSA séric entre 4 i 10ng/mL (fig. 11.4)

Malauradament, els nivells de PSA seric no son especifics. Fins a un 25% dels
homes amb cancer de prostata presenten una concentracid sérica de PSA normal
(inferior a 4 ng/mL). Sense oblidar que meés de la meitat dels individus amb
concentracions altes de PSA no tenen cancer, podent patir altres malalties
prostatiques no malignes (Garnick i Fair, 1999).

Les prostatitis agudes i la BPH son les causes dels falsos positius que poden

observar-se quan s'utilitza el PSA com a marcador tumoral (Filella i col., 2000).
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Nivells serics de PSA total

0-4 ng/mL 4-10 ng/mL
Zona gris
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'

Altres estratégies diagnostiques

Figura I1.4: Esquema de I'anomenada zona gris en les mesures de PSA seric en el diagnostic
del cancer de prostata. Extret de Filella i col. (2000).

Concentracions de PSA superiors a 100ng/mL abans de la prostatectomia son
indicatius de metastasi, en canvi, nivells per sota de 10ng/mL no solen estar associats

amb un escaner ossi positiu (Diamandis, 1998).

Tractament

Tot i els avangos aconseguits en la detecci6 i en el tractament radical d’aquesta
malaltia en estadis més inicials, la taxa de mortalitat no sembla haver disminuit (Ward
i col., 2001). El tractament del cancer de prostata és complex, a causa dels processos
confinats a la glandula. Les opcions sén la radioterapia, la prostatectomia radical o
I'espera i seguiment de la malaltia. Per a processos metastasics, el més utilitzat és la
terapia hormonal amb antiandrogens, tot i que la majoria de pacients sol escapar al
control hormonal de la malaltia després de 2 o 3 anys d’haver-se iniciat la terapia i la
seva esperanca de vida es veura limitada a 6-9 mesos (Ward i col., 2001; Moul i col.,
2003).

La terapia hormonal sol aplicar-se quan s’observen nivells del marcador tumoral
PSA superiors als normals després de prostatectomia o radioterapia (Moul i col.,
2003).

Aquest tractament consisteix, normalment, en la combinacié de dues classes de
farmacs: superagonistes de I'normona alliberadora de gonadotropines (GnRH) i
antiandrogens (Garnick i Fair, 1999).

La 5-a-reductasa té un paper molt important en la carcinogenesi prostatica. Els

inhibidors d’aquest enzim representen una nova classe de compostos que
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selectivament bloquegen I'activitat enzimatica, sense afectar la resta de processos
dependents de la testosterona (Suchil, 2001), com el cas del finasteride (Filella i col.,
2000).

Després de prostatectomia radical, la concentracié de PSA séric baixa per sota de
0.01 ng/mL en les seglients quatre setmanes (Ward i col., 2001). Pero si es detecten
nivells de PSA superiors a 0.1ng/mL, es relacionaran amb recurréncia de la patologia,

per presencia de metastasi i amb un mal pronostic (Nash i Melezinek, 2000).

Fase independent d’androgens

Després d’una reduccié terapeutica dels nivells de testosterona i DHT,
I'emergéncia del cancer de prostata independent d’androgens esta associada amb a)
mutacions al domini d’uni6 a lligand del receptor d’androgens (AR), que permet una
activacio del receptor per altres lligands; b) un augment de I'expressié de receptors
d’androgens i ¢) una activacio del receptor d’androgens independent de lligand
(Nelson i col., 2003; Feldman i Feldman, 2001). Aquestes modificacions en la
independencia d’androgens també s’han suggerit en la metastasi (Navone i col.,
1999).

A més, el creixement independent d’androgens suposara una sobreexpressio de
diferents factors de creixement que comportaran un avantatge proliferatiu a aquestes
cél-lules i el prondstic sera de mort (Agarwal, 2000) (veure figura 11.2).

5.3. L'antigen prostatic especific (PSA)
El principal marcador tumoral utilitzat per al diagnostic i seguiment del carcinoma

prostatic és I'antigen prostatic especific (PSA). EI PSA és la Unica molecula sérica
aprovada per la United States Food and Drug Administration per a utilitzar-la per a
proposits diagnostics (Brawer, 1999).
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Figura 11.5: Estructura tridimensional d’'un modelat de I'antigen prostatic especific on
s'indica I'Asn45, lloc de N-glicosilacié. Modificat de Coombs i col. (1998).

5.3.1. Caracteristiques generals

L’antigen prostatic especific o PSA és una glicoproteina d’aproximadament 28kDa
amb 237 residus aminoacidics i cinc ponts disulfur, i amb un punt isoeléctric mitja de
7.3. Aproximadament el 8% de la seva massa molecular correspon a carbohidrats
units a I'asparagina 45 amb una unié de tipus N (fig. 11.5).

El PSA és una serin-proteasa amb activitat similar a la quimiotripsina perqué
forma part de les proteines involucrades en el procés de ligliefaccio del fluid
prostatic. Aquest enzim digereix les proteines formadores de gel del fluid de la
vesicula seminal, com la semenegolina I, 11 i la fibronectina (Yousef i Diamandis,
2001). Pertany a la familia de les kalikreines humanes, que consta de 15 membres
(Yousef i Diamandis, 2001). En concret el PSA és la kalikreina humana 3 (hk3) i
presenta un 80% d’homologia de seqliencia amb la kalikreina glandular o kalikreina 2
(hk2) i un 63% amb la kalikreina pancreatorenal o kalikreina 1 (hK1) (Ward i col.,
2001; Diamandis, 1998) (fig. 11.6).
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Figura 11.6: Sequiencies aminoacidiques comparades de les kalikreines humanes hK1,hK2 i
hK3 o PSA [S’indiquen amb una fletxa els aminoacids del centre catalitic (H, D, S), els
aminoacids identics a les sequiencies de totes les kalikreines humanes es troben marcats amb
negre, els aminoacids similars en totes les kalikreines humanes estan marcats en gris]. Extret
de Yousef i Diamandis, (2001).

Els gens de les kallikreines es localitzen tots al cromosoma 19 (Yousef i
Diamandis, 2001) i, concretament el de la kallikreina 3 o PSA, esta codificat per un
gen de 6 kb constituit per 4 introns i 5 exons (Filella i col., 2000; Ward i col., 2001).

Les posicions dels residus de la triada catalitica de les serin-proteases estan
conservades, amb la histidina (H) sempre prop del final de la segona regié
codificadora, I'aspartat (D) al mig del tercer ex6 codificador i la serina (S) al principi
del cinque exo codificador (Diamanis i Yousef, 2002), (fig. 11.6).

Les kallikreines son sintetitzades com a pre-pro-péeptids amb un peptid senyal de
17 a 20 aminoacids a la regié aminoterminal, seguida per un peptid d’activacié de 4 a
9 aminoacids, seguit per la proteina madura, enzimaticament activa (Diamanis i
Yousef, 2002). El PSA és secretat normalment per les cél-lules de I'epiteli luminal
prostatic en forma de proenzim (proPSA o pPSA). El pro-peptid esta constituit per
un péptid de 7 aminacids (APLILSR) unit a la regié N-terminal de la proteina madura
I s’escindeix extracel-lularment (Mikolajczyk i col, 2002). Estudis in vitro suggereixen
que la hK2 activa el zimogen o forma proPSA, i la forma prohK2 (autoactivacio),

cosa que indicaria una possible funcié de la hK2 com a reguladora de I'activitat del
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PSA (Kumar i col., 2000). Aquest procés ocorre de manera molt eficient al plasma

seminal, de manera que en aquest fluid no s’hi troben formes pPSA.

Requlacié hormonal

Molts dels gens codificadors de kallikreines presenten una regulacié hormonal
(Yousef i Diamandis, 2001). Per exemple, el gen del PSA disposa de dos promotors a
la part proximal, un dels quals conté un element de resposta a androgens, que
augmenta la transcripcio de PSA (Filella i col., 2000) i, recentment, s’ha identificat
una regid intensificadora que afecta a la transcripcié del PSA sota I'induccié amb

androgens (Yousef i Diamandis, 2001).

6 ﬂl ~. 5 w-reductasa
8 DNA
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|
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Figura 11.7: Esquema dels processos involucrats en la secrecio de PSA hormono-
depenent que té lloc a les cél-lules de la prostata. [T: testosterona; DHT:
dihidrotestosterona; CRO19: cromosoma 19]. Modificat de Filella i col. (2000).

El mecanisme d’expressio génica de PSA induida per androgens comenga quan la
testosterona entra a les cel-lules prostatiques i es transforma en dihidrotestosterona
(DHT) dins de la cél-lula per accio de I'enzim 5 a-reductasa. Abans d’unir-s’hi la
DHT, els receptors d’androgens es troben inactius i, quan s’hi uneix la DHT, formen
un homodimer amb una altra moléecula de receptor activada per DHT. L’homodimer
actiu s’uneix a unes zones del DNA de sequéncia especifica, anomenades elements de
resposta a hormones (HRE). Aquesta unié porta a I'atraccié d’altres molecules

implicades en la maquinaria de transcripcio i en resulta un augment de diferents
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proteines especifiques, com el PSA, o d’altres que porten a la cél-lula a entrar en
divisio (Navarro Bosch i col., 2002), (fig. 11.7).

El PSA a plasma seminal

El fluid prostatic correspon a un 30% del volum de I'ejaculat, és acidic i ric en
fosfatases acides, zinc, magnesi, albumina i calci, i la seva funcio és la de suport als
espermatozoides. L’epiteli ductal i acinar de la glandula prostatica és el responsable
de la produccio i secrecié del PSA des d’on és abocat al plasma seminal a una
concentracio de 0.5-3.0 g/L (Diamandis, 1998).

Estudis del PSA present al plasma seminal mostren que la major part del PSA
d’aquest fluid s’hi troba en la forma d’aproximadament 28kDa o forma lliure. Pero
aquesta forma no és homogeénia, inclou PSA enzimaticament actiu (50-70%) i inactiu
(30-50%) (Zhang i col., 1995). En aquest fluid apareixen fins a cinc isoformes de
PSA, que difereixen en el seu grau de glicosilacid, dues d’elles actives i les altres tres
inactives o formes trencades (Ward i col.,, 2001). Les formes inactives de PSA
inclouen diferents molécules de PSA amb un trencament en un enlla¢ peptidic, per
accid d'altres proteases presents, que les fa inactives com a proteases. La conversio
de pPSA a PSA és tant eficient que no s’han detectat formes de pPSA a plasma
seminal (Mikolajczyk i col., 2002).

El PSA a sérum

La concentracié de proteines en el serum huma és de 57-80 g/L. La proteina

sérica majoritaria és Il'albumina, que representa aproximadament un 63% del
contingut proteic del sérum. Després, hi ha les immunoglobulines, amb un
percentatge al voltant d'un 17%, i la resta correspon a 300 proteines diferents
(Gonzélez de Buitrago i col., 1998).

En homes normals la concentracié de PSA trobada al serum és aproximadament
un milié de vegades menor que la que es troba a plasma seminal (Diamandis, 1998).

El PSA es pot detectar en el serum de pacients amb lesions prostatiques severes,
com la inflamacid de la glandula prostatica, la hiperplasia benigna de prostata (BPH) i

el carcinoma prostatic (Huber i col., 1995).
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Hi ha barreres, com la membrana basal o I'endoteli capil-lar que eviten el pas del
PSA del lumen prostatic a la sang (fig. 11.8). Pero algunes d’aquestes capes de
cél-lules es veuen afectades en diferents processos patologics, com el cancer de
prostata, o la neoplasia prostatica intraepitelial, i la concentracio de PSA seric es veu

augmentada (Brawer, 1999).

apillar sanguini

Hiperplasiabenigna de prostata Cancer de prostata

Figura 11.8: Esquema del teixit prostatic en situacio benigna i maligna i la seva relaci6 amb
I'arribada de PSA a sang. Modificat de Brawer (1999).

La forma molecular majoritaria en serum (un 45-95% del PSA immunoreactiu) &
el PSA unit a I'a 1-antiquimiotripsina (ACT), formant un complex que presenta una
massa molecular aproximada de 80-90kDa. EI PSA lliure representa un proporcio
petita pero variable del PSA total, aquest darrer es defineix com la suma del PSA
lliure i del PSA unit. Fraccions menors de PSA existeixen com a complexos amb
d’altres inhibidors de proteases, predominantment a2-macroglobulina (A2M o
AMG), linhibidor d’inter-a-tripsina (IATI), al-antitripsina (AAT) i inhibidor de
proteina C (PCI) (Diamandis, 1998; Mikolajczyk i col., 1997; Lilja i col., 1991; Ward i
col., 2001); (taula I1.1).

L’ACT és una proteina de fase aguda membre de la familia dels inhibidors de

serin-proteases. Es sintetitzada pel fetge i per I'epiteli bronquial i sembla que podria

actuar com a agent anti-inflamatori (Goptu i col., 2000). Aquesta proteina presenta
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un pes molecular aproximat de 58kDa i un contingut en carbohidrats del 24%, que
corresponen a tres llocs de glicosilacié del tipus N. Les estructures glucidiques
descrites per ressonancia magnética ruclear son del tipus disialilat biantenari amb
acid sialic a-2-6 i trisialilat triantenari amb acid sialic a-2-6 majoritariament, pero

també a-2-3 (Laine i col., 1991).

El PSA lliure es presenta al serum en tres formes, com a minim, de PSA inactiu.
Una forma s’ha identificat com el proenzim (proPSA o pPSA), i s’associa amb el
cancer; una segona forma és un PSA trencat o degradat (BPSA), que s’associa amb la
BPH; i la tercera forma (iPSA) esta constituida per moltes variants minoritaries
similars al PSA intacte, perd que tenen canvis a les conformacions estructurals que
les fan enzimaticament inactives (taula 11.1). Alguna d’aquestes formes inactives es
correspon amb les trobades al plasma seminal (Mikolajczyk i col., 2002).

Aquest BPSA no és actiu perqué presenta un trencament en els enllagos peptidics
de la Lys145 i la Lys182. Els nivells sérics de BPSA es volen utilitzar en la millora del
diagnostic de la BPH, ja que es troba en concentracions relativament superiors en el

serum de pacients de BPH que de cancer de prostata (Mikolajczyk i col., 2002).

Formes de PSA unit Caracteristiques
PSA-ACT Forma majoritaria a serum. Es forma amb PSA actiu.
PSA-AMG Forma no detectable immunologicament. Es forma amb
PSA actiu.
Formes minoritaries a sérum. Es formen amb PSA

PSA-IATI, PSA-AAT, PSA-PCI | _

Formes de PSA lliure

Zimogen de PSA amb el pro-péptid. PSA inactiu. La

pPSA - R . . .
seva presencia a sérum s’associa a cancer.

BPSA PSA inactiu per trencament o degradacié. La seva
preséncia a serum s’associa a BPH.

iPSA Variants minoritaries de PSA inactiu pero intacte.

Taula I1.1: Taula de les diferents formes de PSA lliure i unit. Dades extretes de Mikolajczyk
i col. (2002), Diamandis (1998), Lilja i col. (1991) i Ward i col. (2001).

El PSA a teixit

La forma majoritaria de PSA en teixit prostatic és el PSA lliure, independentment
de I'origen del teixit (canceros i no cancerds). La presencia de PSA-ACT és menor
del 5% (Jung 1 col., 2000). EIl treball de Samadi i col. (1999) suggereix que les
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concentracions de PSA séric son independents dels nivells de PSA cel-lulars mesurats
en teixit.

S’ha identificat la preséncia de PSA en nivells molt baixos en teixits de diferents
organs, com a mama, tiroides, glandules salivars, pulmé i traquea. També s’ha
detectat a diferents fluids, a més dels ja comentats, com al fluid de quist mamari,
aspirat de mama, llet de dona lactant, fluid amnidtic i extractes de tumor (Yousef i
Diamandis, 2001).

El PSA a models cel-lulars de carcinoma prostatic

Existeixen linies cel-lulars de cancer de prostata (LNCaP, PC-3, DU-145) que
provenen de metastasi de cancers de prostata; LNCaP de metastasi a nodul limfatic
(Horosewicz i col., 1983; ATCC no CRL-1740), PC-3 de metastasi a 0s (Kaighn i
col.,, 1979; ATCC no CRL-1435) i DU-145 de metastasi a cervell (Stone i col., 1978;
ATCC no HTB-81). També s’han establert linies cel-lulars benignes immortalitzades,
que es caracteritzen per la manca d’expressié de PSA, PAP i AR. Recentment, s’han
establert dues linies cel-lulars de carcinoma prostatic MDA-PCa2a i MDA-PCa2b
(ATCC no CRL-2422), son linies originades d’una metastasi 0ssia d’un cancer de
prostata que presentava un creixement independent d’androgen (Navone i col., 1999;
Rajagopal i col, 1998). Cap d'aquestes linies establertes, excepte LNCaP,
MDAPCa2a i MDAPCa2b responen a androgens i expressen PSA i receptor
d’androgens (AR), (Mitchell i col., 2000; Navone i col., 1999).

Aixi doncs, la linia cel-lular de carcinoma prostatic LNCaP és sensible a
androgens, secreta PSA i s’hi ha detectat el mMRNA corresponent al PSA (Corey i col.,
1998). Aquestes cél-lules presenten una mutacié en el domini d’unié a androgens del
receptor i no només responen a androgens, sSinG a antiandrogens, estrogens i
progestines. Les cél-lules LNCaP s’han vingut utilitzant com a model del cancer de
prostata perqué presenten caracteristiques similars al cancer de prostata metastasic, ja
que les mutacions en el receptor d’androgens no son rares en aquesta patologia i
algunes d’aquestes mutacions augmenten la sensibilitat d’aquestes cel-lules a les
hormones (Navone i col., 1999; Lee i col., 1995).

Segons Corey i col., (1998), el PSA secretat per les cél-lules LNCaP no es troba en
forma complexa amb ACT, tot i que les cél-lules LNCaP produeixen baixes

concentracions d’ACT. Perd Wu i col. (1998) detecten que una petita part del
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complex PSA-ACT es forma dins de la cél-lula i que fora de la cel-lula es pot formar
el complex amb 'ACT del serum bovi fetal del medi de cultiu. Altres estudis
observen que nomes un terc del PSA lliure secretat pot unir-se a ACT afegit, perqué
només s’'uneix a les formes ezimaticament actives de PSA, i que al medi de les
cél-lules LNCaP hi ha una concentracié important de la forma zimogena del PSA, el
pPSA (Véisanen i col., 1999).

També s’han establert alguns models en ratolins xenografs, que també conserven
les caracteristiques de dependencia d’hormones i de secrecié de PSA, perd que no

poden proliferar in vitro (Navone i col., 1999).

5.3.2. EI PSA com a glicoproteina

L’oncogenesi esta sovint relacionada amb canvis a les estructures glucidiques

(Fukuda, 1996), d’aqui que molts marcadors glucidics s’han utilitzat en la
caracteritzacié de carcinomes humans (Hakomori, 1996). La glicosilacié es considera
una modificacid post-traduccional involucrada en la modulacié de la secreci6 de
diverses proteines (Samadi i col., 1999).

A nivell transcripcional, la seqliéncia aminoacidica del PSA és la mateixa en
situacié normal, de carcinoma prostatic o de BPH, pero sembla que les modificacions
postraduccionals sén les responsables de canvis estructurals i funcionals del PSA en
les diferents situacions. D’entre ells, la glicosilacio és una important modificacio per a

determinar el procés de secrecid de PSA (Samadi i col., 1999).
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PSA de plasma seminal

Per ressonancia magnetica nuclear (RMN), s’ha descrit que el PSA secretat a

plasma seminal conté una cadena oligosacarida majoritaria de tipus complex amb

unio de tipus N biantenaria amb acid sialic a-2-6, i on un 70% de les molécules

contenen un residu de fucosa amb uni6 a-1-6 a I’N-acetilglucosamina del nucli

principal (fucosa inner core), (fig. 11.9) (Bélanger i col., 1995).

El PSA de plasma seminal mostra heterogeneitat de carrega degut a que el grau de
sialilacié és variable i aquestes diferéncies queden paleses en el pl. Zhang i col.
(1995), purifiguen de plasma seminal dues formes majoritaries de PSA i les
caracteritzen per isoelectroenfoc. Una d’aquestes formes té un pl 7.2 i representa un
5-10% del total i la resta presenta un pl de 6.9. Després de digerir els terminals

sialics, el pl de tot el PSA és aproximadament 7.7.

Okada i col. (2001) digereixen I'acid sialic del PSA de plasma seminal i en
seqliencien la resta de sucres per digestio amb glicosidases. Aquests autors detecten
més formes oligosacarides que Bélanger i col (1995), perque el métode que utilitzen
de purificacié i seqlienciacio és més sensible, perdo en les formes majoritaries
coincideixen. Observen que I'acid sialic es troba unit a les estructures Galbl-
AGIcNAc. També detecten I'estructura GalNAcb1-4GIcNAc, trobada en poques
proteines de vertebrats, i que les fucoses detectades son del nucli principal (inner core),

no en detecten d’unides a les branques externes de I'estructura oligosacarida.
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His-Ser-Leu-Phe-His-Pro-Glu-Asp-Thr-Gly-Gin-Val-Phe-GiIn-Val-Ser-His-Ser-
Phe-Pro-His-Pro-Leu-Tyr-Asp-Met-Ser-Leu-Leu-Lys-Asn-Arg-Phe-Leu-Arg-Pro-
Gly-Asp-Asp-Ser-Ser-His-Asp-Leu-Met-Leu-Leu-Arg-Leu-Ser-Glu-Pro-Ala-Glu-
Leu-Thr-Asp-Ala-Val-Lys-Val-Met-Asp-Leu-Pro-Thr-GIn-Glu-Pro-Ala-Leu-Gly-
Thr-Thr-Cys-Tyr-Ala-Ser-Gly-Trp-Gly-Ser-lle-Glu-Pro-Glu-Glu-Fhe-Leu-Thr-
Pro-Lys-Lys-Leu-Gln-Cys-Val-Asp-Leu-His-Val-lle-Ser-Asn-Asp-Val-Cys-Ala-
GIn-Val-His-Pro-Gin-Lys-Val-Thr-Lys-Phe-Met-Leu-Cys-Ala-Gly-Arg-Trp-Thr-
Gly-Gly-Lys-Ser-Thr-Cys-Ser-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-Leu-Val-Cys-Asn-Gly-
Val-Leu-Gln-Gly-lle-Thr-Ser-Trp-Gly-Ser-Glu-Pro-Cys-Ala-Leu-Pro-Glu-Arg-
Pro-Ser-Leu-Tyr-Thr-Lys-Val-Val-His-Tyr-Arg-Lys-Trp-lle-Lys-Asp-Thr-lle-Val-
Ala-Asn-Pro

Figura 11.9: Esquema de l'estructura aminoacidica del PSA de plasma seminal i de
I'estructura glucidica majoritaria sequienciades per RMN. [Fuc: fucosa; NeuAc: acid N-acetil
neuraminic o acid sialic; Gal: galactosa; Man: manosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina].
Modificat de Bélanger i col. (1995).

PSA de medi de cultiu de cél-lules LNCaP

En situacié tumoral, s’ha caracteritzat parcialment per electroforesi d’oligosacarids

en gel de poliacrilamida el PSA de la linia cel-lular LNCaP. Presenta una cadena
oligosacarida de tipus biantenari, triantenari i potser tetraantenari (Prakash i Robbins,
2000).

PSA séric

Huber i col. (1995), per cromatoenfoc, determinaren que existeixen certes
diferencies en el pl del PSA de sérum de pacients de BPH (pl 7.0 o inferior) i de
pacients afectats de carcinoma prostatic (pl superior a 7.3). Alhora, després de
tractaments amb sialidases, determinaren que els isoenzims de PSA de serum d’un
pacient de BPH porten més residus d’acid sialic que el PSA que prové de serum de

pacients amb cancer de prostata, el que explica els diferents valors de pl observats.
PSA tissular

Sumi i col. (1999) per cromatografia seriada amb diferents lectines caracteritzaren
el PSA de teixit prostatic de pacients de neoplasia prostatica i de BPH. Els resultats
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obtinguts mostren que les estructures multiantenaries de tipus complex amb unié
GIcNAcb1-4 es troben augmentades en teixit de neoplasia prostatica i que les
cadenes biantenaries de tipus complex amb o sense fucosa a I'estructura principal es
troben augmentades en teixit de BPH. Aix0 suggereix que I'enzim N-
acetilglucosaminil-transferasa 1V, que afegeix GICNAc a les cadenes oligosacarides
amb uni6 bl1-4 i converteix les estructures biantenaries en multiantenaries, es troba

expressat en nivells més elevats en teixit de neoplasia prostatica.

5.3.3. L antigen prostatic especific com a marcador tumoral

Com s’ha indicat a I'apartat 1.2.3., el PSA s’utilitza actualment com a marcador per
al diagnostic del cancer de prostata.

Els assaigs immunologics comercials utilitzen la proporcié 90:10 de PSA-ACT i
PSA lliure per als controls de calibracio de PSA total, establerts com a Estandard
Internacional (Ward i col., 2001). Per als assaigs immunologics de PSA s’ha de tenir
en compte que la vida mitja del PSA total és de 3 dies i la del PSA lliure és de 0.8
dies, i que les mostres sériques per a la mesura de PSA s’han de recollir abans de
I'examen per tacte rectal digital (DRE) i de I'ejaculacié per evitar falsos resultats
(Ward i col., 2001).

Els anticossos utilitzats en aquests assaigs immunologics reconeixen alguns dels
epitops que presenta el PSA. Quatre d'aquests epitops s’han localitzat
temptativament als residus aminoacidics 1-13, 53-64, 80-91 i 151-164. L altre epitop
determina els anticossos especifics per al PSA lliure unint-se al loop de les kalikreines
entre els residus 84-91. Aquest darrer domini incorpora el centre actiu i es bloqueja
quan es forma el complexe amb 'ACT (Ward i col., 2001; Diamandis 1998; Yousef i
Diamandis, 2001).

Actualment, en el diagnostic del cancer de prostata es combinen les mesures de
PSA total i lliure amb el tacte rectal digital (DRE). Seguint I'esquema de Filella i col.
(2000), representat a la figura 11.10, s’hauria de realitzar una biopsia de la prostata a
aquells pacients amb tacte rectal positiu, 0 bé, quan el tacte rectal és negatiu, i el PSA
total és superior a 10ng/mL. També quan I'index de PSA és inferior al 20%, essent
els nivells de PSA total entre 4 i 10 ng/mL.
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L'index de PSA es defineix com el PSA lliure expressat com a percentatge del PSA

total. Es detecten proporcions més baixes de PSA lliure en el carcinoma prostatic que
en la BPH. Adoptant un llindar del 25% en I'index de PSA, es redueixen les biopsies
negatives fins a un 30% amb una perdua acceptable de sensibilitat (fig. 11.10), pero
aquest index de PSA és valid només per concentracions de PSA total entre 3i 10
ng/mL i hi poden haver resultats erronis en pacients amb metastasi o d’estadis
tardans (Ward i col., 2001). Tot i aix0, aquest index permet determinar que el risc de
desenvolupar un cancer de prostata en 10 anys és baix si el PSA total és menor a
3ng/mL i I'index PSA lliure / PSA total és menor al 18% (Stephan i col., 2000).

La rad de perque el ratio PSA lliure/ PSA total és diferent en els pacients de
carcinoma prostatic encara no esta clara a nivell molecular, pero a nivell cel-lular hi
ha algunes hipotesis: (1) una sintesi d’ACT superior a les cél-lules neoplasiques que a
les benignes, observada per immunohistoquimica; (2) la secrecié en diferents
proporcions de PSA enzimaticament inactiu, que reaccionara de manera diferent amb
I’ACT circulant; (3) I'alteracio de les estructures glucidiques del PSA a les cel-lules
neoplasiques, portant a diferencies en les taxes d’eliminacié de la sang d’aquestes
formes de PSA i a diferéncies en el punt isoeléctric del PSA seric d’origen normal i
tumoral (Jung i col., 2000; Stephan i col., 2000).

Tacte
rectal
+

<4 4-10 >10
ng/mL Zonagris ng/mL
Ratio PSA
lliure/
| PSA total |
> 20% <20%

>
CONTRO] BIOPSIA

ANUAL

Figura 11.10: Esquema dels procediments portats a terme segons els nivells de PSA total i
lliure mesurats i segons els resultats del tacte rectal . Extret de Filella i col. (2000).
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Tanmateix, I'estrategia diagnostica actual no presenta una especificitat suficient,
per aquest motiu s'estudien diverses aproximacions per a la millora del diagnostic del

cancer de prostata.

5.3.4. Aproximacions per a la millora de la utilitzacio del PSA com a marcador

tumoral
El punt de tall acceptat pel PSA (4ng/mL de PSA total) a I'hora de diferenciar

entre una situacié benigna i una maligna suposa un 65% de falsos positius, perque el
PSA és organ-especific perd no cancer-especific. Concentracions elevades de PSA
s'observen en neoplasies prostatiques, perd també en BPH, neoplasia prostatica
intraepitelial (PIN), isquémia prostatica, prostatitis aguda i cronica i després d’una
manipulacio clinica. Alhora que aproximadament entre un 20% dels pacients amb
neoplasia prostatica presenten nivells de PSA inferiors a 4ng/mL en el moment del
diagnostic (Stephan i col., 2000). L’especificitat és un problema, ja que només entre
un 25 i un 30% dels pacients amb nivells de PSA anormals, que es sotmenten a
biopsia tenen realment un carcinoma (Brawer, 2000).

Els cancers prostatics en estadis inicials mostren nivells de PSA seric similars als
trobats en pacients amb BPH, per aquest motiu es fa palesa la necessitat de millorar
I'especificitat de les mesures de PSA (Huber i col., 1995).

La taxa de proPSA respecte a PSA total també s’ha estudiat com a possible millora

del diagnostic amb PSA. S’ha observat una elevacio dels nivells de proPSA en el
cancer de la zona periférica respecte de nivells de proPSA gairebé indetectables a la
zona de transicio, suggerint una relacié més directa entre el proPSA i el cancer de
prostata que amb la BPH. Encara no es coneix, pero, perqué I'activacié de proPSA a
PSA és diferent en els teixits d’aquestes patologies (Stephan i col., 2000).

S’ha observat en teixits de cancer de prostata la preséncia de formes truncades de
pPSA. Son formes que contenen un propéptid de 2, 4 o 5 aminoacids, enlloc de 7.
Aquestes formes son el resultat de trencaments proteolitics post-traduccionals i sén

enzimaticament inactives (Mikolajczyk i col., 2002).

La densitat de PSA és la relacié entre la concentracié de PSA i el volum de la

prostata mesurat per la técnica d’ultrasons transrectals. Valors elevats es relacionen

amb cancer de prostata i valors baixos amb hiperplasia benigna. El seu valor
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potencial seria sobre pacients amb nivells de PSA entre 4-10ng/mL i un tacte rectal
digital (DRE) negatiu, pero estudis clinics no han trobat cap avantatge quant a la
sensibilitat (Ward i col., 2001).

La velocitat del PSA és el canvi dels nivells de PSA séric al llarg del temps.

Aquesta mesura és Util en homes on un procés benigne avanca fins a un cancer de
prostata, perque els nivells de PSA augmenten de manera més rapida en aquests
casos. Pero la sensibilitat no és prou important perque s’ha de tenir en compte la
variacio biologica propia de I'organ i la metodologia per a mesurar els nivells de PSA
(Brawer, 1999). Malgrat aix0, velocitats per sobre de 0.75ng/mL per any es
consideren indicatius de malignitat (Ward i col., 2001).

Una altra aproximacio que representa una certa millora de I'especificitat és la
relacié entre el PSA total i el complexe, perd tampoc assoleix millores significatives
de la sensibilitat (Brawer, 1999).

5.3.5. Altres molécules com a marcadors del cancer de prostata

Actualment es tendeix més a I'estudi de noves molecules com a marcadors del
cancer de prostata que a la millora dels assaigs que detecten PSA, els seus derivats o
les seves diferents formes (Brawer, 1999).

La fosfatasa acida prostatica (PAP) és un antigen de diferenciacié especific de

I'epiteli prostatic. Es un dimer proteic d’aproximadament 100kDa amb activitat
histidina fosfatasa amb tres llocs de N-glicosilacié del tipus ric en manoses i
complexe. La seva secrecio és estimulada per androgens. Es el marcador per cancer
de prostata que s'utilitzava abans que el PSA, pero actualment no s'utilitza.
Frequentment es troba elevat en el serum de pacients de carcinoma prostatic i
correlaciona amb la progressio del tumor (Lin i col., 2000).

L'antigen prostatic especific de membrana (PSMA) és una glicoproteina

transmembrana de tipus 2 de 750 residus aminoacidics, un pes molecular aparent de
110kDa i 10 llocs potencials de N-glicosilacio.

122



CAPITOL II: ANTIGEN PROSTATIC ESPECIFIC

Es un marcador de I'epiteli prostatic i apareix més freqiientment expressat en els
cancers més agressius. Actualment s’estan desenvolupant assaigs immunologics per a
la seva deteccio i s’han observat nivells elevats de PSMA en pacients amb carcinoma
prostatic. A més, en pacients a qui s’ha practicat una prostatectomia radical, s’hi
observa un augment dels nivells de PSMA en aquells pacients on progressa la
malaltia, i una caiguda dels nivells en els pacients que presenten un retrocés. El
PSMA també s'utilitza per a localitzar cel-lules prostatiques circulants i és la base
d’una nova aproximacié immunoterapeutica per al cancer de prostata avangat
(Brawer, 1999).

La kalikreina humana 2 (hK2) és una serin-proteasa amb activitat del tipus

tripsina, de la mateixa familia que el PSA (o hK3) i també secretada per I'epiteli
prostatic. Sembla que actua sobre el trencament del pro-PSA cap a la seva forma
activa. S’ha detectat per immunohistoquimica en teixits de carcinoma prostatic i
també a sérum. S’ha observat, com pel PSMA, un augment de la intensitat del
marcatge des de I'epiteli prostatic benigne fins a la neoplasia prostatica intraepitelial i
el carcinoma (Brawer, 1999). Actualment s’estan desenvolupant assaigs immunologics
de deteccio de hK2 en sérum que han millorat I'especificitat dels assaigs amb PSA
total en homes amb nivells de PSA total superiors a 3 ng/mL, que inicialment no
eren diagnosticats de cancer de prostata (Becker i col., 2003).

Les concentracions en serum de hK2 representen entre I'L i el 2% de les
concentracions de PSA. Si s'utilitza sola, la hK2, és un marcador tumoral pitjor que el
PSA. Tanmateix, la relacio hK2 / PSA lliure és més elevada en el cancer de prostata
que en la BPH (Stenman i col., 2000).

Processos de glicosilacio aberrant en cél-lules tumorals poden contribuir a la
sintesi d’estructures glucidiques tals que a les cél-lules transformades augmenten els
nivells d’acid sialic a la seva superficie. Alhora s’ha descrit una elevacio de I'acid sialic
total en serum en pacients de cancer de prostata comparats amb pacients controls i
s’ha observat un augment dels nivells d’acid sialic associat a lipids en pacients amb
metastasi, comparat amb pacients sense metastasi. D’aqui que Romppanen i col.

(2002) hagin descrit un model de combinacié complexa de nivells de PSA, relacio
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PSA total i PSA lliure, valors d’acid sialic total i tacte rectal, que permet discriminar

pacients de cancer de prostata de pacients amb BPH.

A més de tots aquests possibles marcadors tumorals per a la prostata, el factor de

creixement de tipus insulina IGF-1 sembla que promou el desenvolupament de la

BPH i els factors de creixement de I'endoteli vascular (VEGF) podrien donar

informaci6 sobre el risc del cancer de prostata, donat que son factors de creixement
angiogenics (Stenman i col., 2000). Tanmateix, altres autors suggereixen que els
nivells de IGF-1 correlacionen positivament amb el risc de desenvolupar cancer de
prostata i podrien ser Gtils com a estratégia de prevencié en individus de risc. En
aquest sentit, han fet evident que el PSA pot accelerar la carcinogenesi de la prostata
perqué trenca la proteina d’uni6 a IGF-1 (IGFBP3), alliberant-ne el IGF1, que és una
moléecula mitogenica per a les cél-lules estromals i epitelials de la prostata. EI PSA
també pot activar el factor de creixement transformant (TGF-b), que estimula

I'adhesio cel-lular i facilita I'extensié del tumor (Bok i Small, 2002).

També s’ha utilitzat la deteccié del mRNA codificant per PSA present en el serum

de pacients de carcinoma prostatic per veure si existia alguna relacié entre I'expressié
de PSA a les cel-lules circulants i I'estadi d’evolucio de la malaltia, si era confinada a
I’0rgan o s’hi presentaven metastasi, pero la relacié no va resultar significativa (Llanes
i col., 2000).

Estudiant la Biologia Molecular del cancer de prostata, Gonzalez-Espinosa i col.

(2002), proposaren alguns marcadors moleculars alterats com a factors pronostic

d’aquesta patologia, per exemple, la sobreexpressio de la proteina codificada pel gen
bcl-2, que prolonga la supervivencia de les cél-lules tumorals, la proteina producte del
gen p53, implicada en mecanismes de reparacié de DNA, de regulacié de I'apoptosi i
de control del cicle cel-lular, o el gen ki-67, I'expressié del qual és superior en PIN
que en BPH, o el gen supressor de tumor rb, l'alteracié del qual porta una
desregulacio de Pinici del cicle cel-lular. Les alteracions d’aquests gens s'utilitzen com
a marcadors de progressié de la malaltia en peces quirdrgiques de pacients amb

cancers confinats a la prostata.
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En el present treball s'aborda I'estudi de la glicosilacié del PSA com a possible
millora de I'especificitat d’aquest marcador pel cancer de prostata. Es caracteritza a
nivell glucidic el PSA de diferents fluids biologics, que permetin la comparacio entre

la situacio benigna i la maligna.
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4. OBJECTIUS

L'estudi de I'antigen prostatic especific (PSA) s’ha centrat en dos objectius
principals:
1. Purificar i analitzar les estructures glucidiques del PSA purificat de:
1.1. Medi de cultiu de cél-lules de carcinoma prostatic LNCaP i de plasma
seminal de donant sa.
1.2. Sérum d’un pacient afectat de neoplasia prostatica.
2. Establir métodes de deteccio de la glicosilacid del PSA en diferents fluids
biologics, sense purificar-lo préviament:
2.1. En plasma seminal de donant sa i medi de cultiu de cel-lules de carcinoma
prostatic LNCaP.

2.2. En sérum de pacients afectats de neoplasia prostatica.
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5. MATERIAL | METODES

5.4. Material basic
El material basic utilitzat és el mateix que per al capitol I del present treball.

5.5. Caracteritzacio glucidica del PSA o
5.5.1. Immunoadsorcid indirecta sequida de detecci6 per transferéncia tipus western

El serum huma és molt ric en proteines (Gonzalez de Buitrago i col., 1998) i el
PSA hi és en molt baixa concentracié (de I'ordre de ng/mL). Per aquest motiu s’han
establert protocols d'immunoadsorcio del PSA, per a enriquir la mostra en aquesta
proteina.

Elucié amb
Dig-Lys

AcM<PSA>R-M-

36-Fab-Dig

AcM<Dig>R-M- Mostra de PSA
Microesferes 1.71.256-19G-Bi o (sérum huma)
magnétiques ACM<PSA>R -M-
folrades 30-Fab-Dig
d‘estreptavidina
"“‘f ERERR kDa
54 ....‘:vv _
_— 98
De_te(_:cié N AcP <FL>Ov-Fab- Lect:i?la marcaq_a : :g
quimioluminiscent pop ¢ SA-POD grirétinauorescelnao' g
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Transferéncia

) Western
AcP<IgGconill >Ov-

POD AcP<PSA>C

Figura 11.11: Esquema del protocol de immunoadsorci6 indirecta seguida de deteccio per
transferéncia tipus western.

Per a la immunoadsorcié s'utilitzen microesferes magnétiques folrades
d’estreptavidina a les que s’uneix el PSA mitjangant anticossos especifics i que, una
vegada eluit de les particules de manera especifica, es detecta mitjangant assaigs
immunologics com 'ELISA o la transferéncia tipus western. Es una adaptacio del
protocol establert per Peter i col. (1999) i Peter i col. (2000) esquematitzat a la figura
.11,
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Immunoadsorcié indirectade PSA de serum huma per a deteccid per transferéncia tipus western:

Solucions:

Solucié de rentat: PBS pH 7.2, 0.1% Tween-20: Es dilueix 1/5 una dissolucié x5 de composicio: 40.9
g/L de NaCl, 6.7 g/L de Na,HPO4-2H,O i 1.7 g/L de NaH,PO4-H20, s’ajusta el pH a 7.2 amb acid fosforic o
NaOH. | s’hi afegeix un 0.1% de Tween 20.

Soluci6 d’incubacié: PBS pH 7.2, 1% BSA, 0.02% Tween-20

1. S'afegeixen 500 pL d'una suspensié de microesferes magnetiques folrades d’estreptavidina (SA)
(Roche, Alemanya) (1 mg/mL) en un tub.

2. Es precipiten les esferes per imantacio o per centrifugacio 2s a 13000rpm i es renten afegint 0.5mL
de solucio de rentat i incubant 3min amb agitacio i es repeteix fins a tres vegades.

3. S'afegeixen 250uL d'una solucié 15pg/mL de l'anticos monoclonal biotinilat contra digoxigenina

dissolt en tampé d'incubacio: AcM<Dig>R-M-1.71.256-1gG-Bi (Roche, Alemanya). S'incuba 30 min a

temperatura ambient i agitacié (1000rpm).

Es precipiten les esferes i es renten com al pas 2.

S’afegeixen 250uL d'una solucié 15ug/mL de lanticos monoclonal digoxigenilat anti-PSA total:

AcM<PSA>R-M36-Fab-Dig (Roche, Alemanya) o anti-PSA lliure AcM<PSA>R- M30-Fab’-Dig (Roche,

Alemanya) dissolt en tampé d'incubacié. S'incuba 1h a temperatura ambient i agitacié (1000rpm).

Es renta dues vegades com al pas 2.

S'afegeix fins a 0.5 mL d'una mostra que contingui PSA. S’incuba 1h a temperatura ambient i

agitacio (1000rpm).

8. Esrentatres vegades com al pas 2.

9. S'elueix el PSA unit a les microesferes per competéncia de la digoxigenina de I'anticos amb 0.1mL
d’'una solucié de Dig-LysHCI 1mM, 0.05% Tween-20. S'incuba 1h a temperatura ambient i agitacio
(1000rpm). Aquest pas es pot repetir per a recuperar més PSA immunoabsorbit.

10. Es precipiten les esferes per imantacio o per centrifugacio 2s a 13000rpm i es guarda el sobrenedant,
on hi haura el PSA. Aquest sobrenedeant es pot carregar en un gel d’electroforesi i fer una deteccié
immunologica del PSA per transferéncia tipus western.

S

No

5.5.2. Transferéncia tipus Western

La transferencia tipus Western combina la resolucio del gel d’electroforesi amb
I'especificitat de la deteccié immunologica (Harlow i Lane, 1988).

Aquest metode es basa en que primer, la barreja de proteines problema se separa
per electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants, segons el
meétode de Laemmli (1970). Després, aquestes proteines es transfereixen a una
membrana de fluorur de polivinilide (PVDF; Millipore, EEUU), que uneix proteines
de manera inespecifica per interaccions hidrofobiques. La transferéncia es duu a
terme posant la membrana en contacte directe amb el gel i col-locant-los en un camp
electric que transfereixi les proteines del gel a la membrana. Després, els llocs buits
de la membrana es bloquegen, per evitar reaccions inespecifiques posteriors.
Seguidament, la localitzacio de l'antigen estudiat es realitza utilitzant un anticos
especific, seguit d’un anticos secundari que reconegui al primer i que estigui conjugat
a un enzim. Finalment, es posa en contacte la membrana amb un substrat
quimioluminiscent especific de I'enzim, que emetra fotons que es podran detectar
sobre un film fotografic. Segons els anticossos i les lectines utilitzats es podra

detectar PSA o les seves estructures glucidiques.
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Les lectines son proteines o glicoproteines que deriven de plantes, animals o

microorganismes que tenen especificitat per residus de carbohidrats terminals o
subterminals (Rhodes & Milton, 1998); (Taula 1 de la Introduccié General; pag. 25).

Transferenciatipus western:

1.

N

11.
12.

13.

14.
15.

Preparacio de tampons:

Tampo d'electrotransferéncia: Glicina 192 mM, Tris 25 mM, metanol 20% i aigua destillada. Abans
d'utilitzar-lo s’ha de deixar refredar a 4°C unes hores.

Tampo TBST (pH 7.5): Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 al 0.1% i aigua milliQ.

Tampo de bloqueig: RotiBlock (Roth, Alemanya) 1X diluit en aigua milliQ o BSA a I'1% en TBST.

Tampo6 d’incubacié: Per anticossos: 50% tamp6 TBST/ 50% tampd de bloqueig. Per lectines: 0.1M tris-
HCI, 150mM NaCl, 1mM CaClz, 1mM MgCk, 1mM MnCk, pH 7.6.

S'activa la membrana de fluorur de polivinilide (PVDF; Millipore, EEUU): Primer, es mulla amb
metanol uns 2 s, després es deixa en aigua milliQ d'1 a 5 min i, finalment, es deixa de 10 a 20 min en
tampo d’electrotransferéncia.
També es deixen en d tampd d'electrotransferencia: 4 papers de filtre (Whatman) per gel, 2
esponges per gel i el gel d'electroforesi, que s’ha fet cérrer préviament amb les mostres i amb
marcadors de pes molecular pretenyits (Invitrogen, EEUU), segons el protocol descrit a I'apartat 3.2
del Capitol | (pagina 66), perd amb un gel separador al 12% d’acrilamida.
Es munta l'electrotransferéncia. Prenent com a referéncia el catode, I'ordre de col-locacié dels
diferents components és el seglient: esponja, 2 papers de filtre, gel d'electroforesi, membrana de
PVDF, 2 papers de filtre i esponja.
Es connecta a una font d’electroforesi i es deixa transferir 16h a 30 V i 4°C, en agitaci6é constant dins
de la cubeta.
Quan acaba la transferéncia, se separen els diferents components i la membrana es renta 15 min
amb tamp6 TBST.
S’incuba la membrana 1h en tampd de bloqueig a temperatura ambient en agitacio.
Es renta 5 vegades d'1s cadascuna en aigua milliQ i 1 vegada, durant 5 min, amb TBST.
S’incuba la membrana 1h en agitacié a temperatura ambient en una dilucié adequada del primer
anticos o lectina (tots de Roche, Alemanya) en el tampé d'incubacié adient.

AAA-Dig 1ng/mL

SNA-Dig 1nmg/mL

AAA-Bi 2ng/mL

SNA-Bi 2my/mL

AcP<PSA>C 1: 4000
Es renta 5 vegades d'1s cadascuna en aigua milliQ i 3 vegades, de 5 min cadascuna, amb TBST.

. S'incuba la membrana 1h en agitacio, a temperatura ambient, en una dilucié6 adequada de 'anticos

gue reconegui especificament la part constant de I'anterior anticos o que reconegui el marcador unit
a la lectina, i que estigui conjugat amb I'enzim peroxidasa.

AcP<Dig>0v-POD 20mU/mL (Roche, Alemanya)

SA-POD 10mU/mL (Roche, Alemanya)

AcP<IgGconill>Ov-POD 1: 40000 (Pierce, EEUU)
Es renta 5 vegades d'1s cadascuna en aigua milliQ i 5 vegades, de 5 min cadascuna, amb TBST.
Es revela amb el reactiu quimioluminiscent WestDura o WestPico (Pierce, EEUU). Aquest reactiu de
revelat es prepara barrejant el mateix volum de solucié Luminol/Enhancer i de soluci6 Stable
Peroxide. Es submergeix la membrana durant 5 min en el reactiu de revelat preparat.
Es posa la membrana a la casset d’exposicid, col-locant un film fotografic sobre la membrana i
tancant-lo bé. El temps d'exposici6 és variable, des de 30s a 1h. D'aquesta manera els fotons
emesos, per la degradacié del substrat per I'enzim peroxidasa conjugat a I'anticds, impressionen el
film fotografic.
Es renta el film amb aigua milliQ fregant suaument amb els guants.
Revelar el film: Primer es submergeix en revelador (Agfa b/n, Alemanya) fins que apareguin les
bandes, després es renta amb aigua milliQ per treure-li I'excés de revelador, després es fixa (Agefix;
Agfa, Alemanya) durant 2 min i, finalment, es renta amb aigua milliQ per treure-li 'excés de fixador i
es deixa assecar.

Es poden revelar les mateixes membranes utilitzant anticossos diferents. Aixo és

possible perque les membranes, un cop feta la transferencia de proteines i revelades
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amb un anticos, es poden guardar a 4°C i reutilitzar-les després. Només cal extreure
els anticossos amb que es van revelar la primera vegada, sotmetent les membranes a
condicions desnaturalitzants i revelar-les de nou amb un altre anticos seguint el

protocol explicat anteriorment.

Extraccié dels anticossos de revelat d’'una membrana de transferéncia (stripping):

1. Es deixa la membrana sota condicions desnaturalitzants: 30 min a 50°C en agitacié, en tampd TBS,
100 mM 2-mercaptoetanol i 2% SDS.

2. Esrenta 2 vegades, de 15 min cadascuna, amb TBS.
3. Es comenga de nou al punt 6 (bloqueig) del protocol de transferéncia tipus Western, per poder
revelar la mateixa membrana amb un altre anticos.

5.5.3. Immunoadsorcio indirecta de doble marcatge sequida de deteccié per ELISA

Després de la immunoadsorcié del PSA de diferents mostres biologiques es pot
detectar la seva preséncia amb anticossos especifics contra la part proteica o amb
lectines especifiques contra les estructures glucidiques que presenta, mitjancant un
assaig ELISA (fig. 11.12).

En el protocol que s’explica a continuacid, I'anticos anti-PSA esta doblement
marcat: amb digoxigenina i amb biotina. Amb digoxigenina per a lelucié (com al
protocol anterior de la fig. 11.11) i amb biotina per unir la mostra immunoabsorbida a
la placa d’'ELISA folrada d’estreptavidina. D’aquesta manera es millora I'especificitat

de deteccié del PSA immunoabsorbit.

Marcatge dels anticossos anti PSA total i lliure

Els anticossos que detecten PSA lliure i total biotinilats i digoxigenilats s’han
marcat amb digoxigenina, després d’estar marcats amb biotina, seguint el seglient

protocol:
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Marcatge del anticossos anti PSA total i lliure amb digoxigenina:

10.
11.

12.

Preparacio dels anticossos: Es dialitzen els anticossos amb 100 vegades el seu volum contra 0.1M
KH; POs-K2HPO4, pH 8.4.

Es determina la concentracio de I'anticos per densitat optica a 280nm. La concentracié de proteina
ha de ser superior a 10mg/mL, si cal s’ha de concentrar utilitzant Centricon (Millipore, EEUU).

Es prepara la solucié de Digoxigenina-XOSu (digoxigenina-3-O-metilcarbonil-e-acid aminocaproic-N-
hidroxisuccinimida éster, Roche, Alemanya) a una concentracié 9.0 mg/mL en DMSO.

Es dilueix lanticos en una soluci6 amb 0.1M KH POs-K>HPO4, pH 8.4 a una concentracio final de
10mg/mL i s'atempera la solucié a 25°C en un bany.

S'afegeix la solucié de digoxigenina a la d'anticos lentament i en agitaci6, per a que la relacié molar
d’anticos i digoxigenina sigui 1: 5.

Es deixa incubar en agitaci6 1h a 25°C.

Per aturar la reaccid s'afegeix una solucié6 1M de Lisina-monohidroclorur en HO milliQ fins a una
concentracio final de 10mM. Aquest excés de lisina unira I'excés de digoxigenina no unida a I'anticos.
S'incuba 15min en agitacié a 25°C.

Es dialitza per eliminar la lisina unida a digoxigenina durant 12h contra 10mM KH PO4-K>HPO4, pH
7.2.

Es centrifuga 'anticos digoxigenilat i se’n determina la concentracié de proteina per densitat optica.
Per a una millor preservacio s’hi pot afegir sacarosa a una concentracio final del 6.5%. S'aliquota i es
conserva a —20°C.

Aquest anticos es testa per ELISA per a determinar si el marcatge ha estat correcte.

Elucié amb Dig-Lys

DR AGA + Q-

. _SA
ACM<Dig>R- Bloqueig de ACM<PSA>R-M36 Mostrade PSA
Microesferes 1.71.256-19G-Bi  les Fab-Dig-Bi (sérum huma)
magnétiques microesf_eres ACM<PSASR-M30-
folrades amb D-Bi Fab"Dig-Bi

Lectina marcada

d'estreptavidina )
|

AcP <FL>Ov Fab-POD

amb fluoresceina \
v
&8 & &

e » KK

B0 ="
== <« Detecci6
AcM <PSA>R-
M66-Fab-POD Placa folrada

d‘estreptavidina

Figura 11.12: Esquema del protocol de Immunoadsorci6é indirecta de doble marcatge
seguida de deteccid per ELISA.

Immunoadsorcié indirecta de doble marcatge:

Solucions:
Solucié de rentat: PBS pH 7.2, 0.5% Tween-20
Solucioé d'incubacio: PBS pH 7.2, 1% BSA, 0.5% Tween-20

1. S’afegeixen 500 pL d'una suspensio de microesferes magnetiques folrades d'estreptavidina
(Img/mL) en un tub.

2. Es precipiten les esferes per imantacié o per centrifugacié 2s a 13000rpm i es renten afegint
0.5mL de solucié de rentat i incubant 3min amb agitacio i es repeteix fins a tres vegades.

3. S'afegeixen 250uL d'una solucié 15ug/mL de I'anticos monoclonal biotinilat contra digoxigenina
dissolt en tampd d'incubacio: AcM<Dig>R-M-1.71.256-1gG-Bi. S'incuba 30 min a temperatura
ambient i agitaci6 (1000rpm).

4. Es precipiten les esferes i es renten com al pas 2.
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5. Es bloquegen els llocs lliures d'estreptavidina de les microesferes amb 1ng de D-Bi (D-Biotin-N-
hydroxysuccinimide ester; Roche, Alemanya), dissolt en PBS. S'incuba 1h a temperatura
ambient i agitacio (1000rpm).

6. Es precipiten les esferes i es renten com al pas 2.

7. S'afegeixen 250pL d'una solucié 15ug/mL de I'anticos monoclonal biotinilat i digoxigenilat anti-
PSA: AcM<PSA>R-M36-Bi-Dig o AcM<PSA>RM30-Bi-Dig dissolt en tamp6 d'incubacio.
S'incuba 1h a temperatura ambient i agitacié (1000rpm).

8. Es precipiten les esferes i es renten com al pas 2.

9. S’afegeixen fins a 0.5 mL d’'una mostra que contingui PSA. S’incuba 1h a temperatura ambient i
agitacié (1000rpm).

10. Es precipiten les esferes i es renten com al pas 2.

11. S'elueix el PSA unit a les microesferes per competéncia de la digoxigenina de I'anticos amb
0.1mL d'una soluci6 de Dig-LysHCI 1mM 0.05% Tween-20. S'incuba 1h a temperatura ambient i
agitacié (1000rpm). Aquest pas es repeteix i s'uneixen els sobrenedants obtinguts.

12. Es precipiten les esferes per imantacié o per centrifugacié 2s a 13000rpm i es guarden els
sobrenedants, on hi haura el PSA.

Aquests sobrenedants es poden assajar per ELISA directament sobre plaques

folrades d’estreptavidina. Es pot detectar PSA o detectar les estructures glucidiques

mitjancant lectines. Aquestes lectines han d’estar marcades amb fluoresceina per tal

d’evitar reaccions creuades amb els marcatges dels anticossos utilitzats a I'assaig. Per

a fer-ho es pot seguir el seglient protocol.

Deteccié de PSA o d’estructures glucidigues per ELISA:

wnN

ok

Solucions:
Soluci6 d'incubacié: PBS pH 7.2, 1% BSA, 0.05% Tween-20
Solucio per lectines : 0.1M Tris-HCI, 150mM NaCl, 1mM CaCk, 1mM MgCk, 1ImM MnCh, pH 7.6
Solucié de rentat: 9g/L NaCl, 0.05%Tween-20.

Es dilueixen les mostres, immunoprecipitades segons el protocol anterior, en solucié d’incubacio i
se’n col-loquen 120n/pouet en una placa d’ELISA folrada d’estreptavidina (NUNC, Dinamarca). La
placa s'incuba a temperatura ambient durant 1h en agitacio.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

S'afegeixen 100 pL/pouet d'una solucié 2ug/mL de les lectines digoxigenilades (Roche, Alemanya)
corresponents dissoltes en tampo6 per a lectines, si es volen detectar les estructures glucidiques. Si
es vol detectar PSA, s'afegeixen 100 pL/pouet d’una diluci6é 1:5000 de I'anticds anti-PSA marcat amb
I'enzim peroxidasa, AcCM<PSA>R- M66-Fab-POD. S'incuba 1h a temperatura ambient i agitacio.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

S'afegeixen 100uL/pouet d’'una solucié 20mU/mL en tampd d’incubacié, de l'anticos conjugat a
peroxidasa que detecta fluoresceina 20mU/mL de AcP<FL>Ov-Fab-POD (Roche, Alemanya). Pel cas
del PSA ara ja es pot revelar la placa seguint el protocol descrit al pas 7. S'incuba 1h a temperatura
ambient i agitacio.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

S'afegeixen 100uL/pouet de soluci6 TMB (Roche, Alemanya) i s'atura la reacci6 després de 5min
amb 100pL/pouet de 0.25M H,SO4. Seguidament, es llegeix l'absorbancia a 450nm amb una
referéncia de 620nm.

5.5.4. Trencament del complex PSA-ACT

Per a augmentar la quantitat de PSA lliure de b que se’n volen caracteritzar els

glucids, s’ha portat a terme un protocol de trencament del complex PSA-ACT, basat

en el tractament alcali de les mostres sériques (abans o després de la immunoadsorcid

indirecta) amb etanolamina 2M, segons el protocol descrit per Peter i col. (2000).
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Trencament del complex PSA-ACT en condicions alcalines:

Es barregen 270ni de PBS (pH 7.4) amb 30ni d'etanolamina 2M (pH 12).

S’hi afegeixen 300nL de mostra de PSA (serum huma) i es testa el pH, que ha de ser 10.3.

La concentracio final d’etanolamina ha de ser 0.1M. S'incuba 24h a 25°C.

Es pot detectar el trencament del complex per transferéncia tipus western o ELISA, perd abans
caldra neutralitzar el pH de la mostra afegint el volum adient de HCI 5N, ja que el seglient pas
s’haura de portar a terme a pH neutre.

e S

Les quantitats es poden ajustar segons el cas, respectant la concentracio final d’etanolamina.

5.5.5. ELISA inversa de captura per lectines de PSA immunoprecipitat

La deteccidé de la glicosilaci6 del PSA immunoprecipitat per immunoadsorcié

indirecta es pot realitzar amb una captura de la part glucidica utilitzant lectines i una

deteccié amb un anticos anti-Digoxigenina, perqué les mostres de PSA eluides de la

immunoadsorcié portaran unit un anticos anti-PSA digoxigenilat.

ELISA inversa de captura per lectines:

La immunoadsorci6 indirecta es porta a terme seguint el protocol descrit a 'apartat 3.2.1, ja que no sera
necessari que l'anticos anti-PSA utilitzat estigui doblement marcat. El PSA obtingut estara unit a un
anticos digoxigenilat i la digoxigenina sera el que s'utilitzi per a la detecci6.

Solucions:
Solucio d'incubacié: PBS pH 7.2, 1% BSA, 0.05% Tween-20
Solucié de rentat: 9g/L de NaCl, 0.05%Tween-20.

1. S'uneixen les lectines biotinilades SNA o AAA (Roche, Alemanya) a la placa d’ELISA folrada
d'estreptavidina (Greines, Alemanya). La concentracio utilitzada és 5pg/mL. Es dilueixen les lectines
en solucié d'incubaci6 i s’afegeixen 130ul/pouet. S'incuben a temperatura ambient durant 1h en
agitacio.

2. Esrentala placa 3 vegades amb soluci6 de rentat.

3. Es preparen les dilucions de les mostres, immunoprecipitades per immunoadsorcid indirecta (segons
el protocol descrit al punt 3.2.1), en solucié d'incubacié. S'afegeixen 100 pL de soluci6é d’incubacio a
cada pouet i després, 20 pL de les diferents dilucions de les mostres. S’incuba en agitacié6 1h a
temperatura ambient.

4. Esrenta la placa 3 vegades amb solucio de rentat.

5. S’afegeixen 100pL/pouet d'una soluci6 20mU/mL en tampd d’incubacié, de I'anticos conjugat a
peroxidasa que detecta digoxigenina AcP<Dig>Ov-Fab-POD (Roche, Alemanya). S'incuba 1h a
temperatura ambient i agitacio.

6. Esrentala placa 3 vegades amb solucio de rentat.

7. S'afegeixen 100uL/pouet de solucié TMB (Roche, Alemanya) i s'atura la reaccié després de 15min
amb 100uL/pouet de 0.25M H,SO.. Seguidament, es llegeix I'absorbancia a 450nm amb una
referéncia de 620nm.
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5.5.6. ELISA directe amb deteccio per lectines

Per tal de caracteritzar i determinar les estructures glucidiques de les mostres de

PSA purificades de diferents origens s’ha dut a terme un assaig d’ELISA directe de

deteccid d’estructures glucidiques amb lectines (fig. 11.13).

Placa tractada
per a la unié PSA pur llocs liures o fluoresceina o 0 SA-POD)
de proteines biotina

O o
O

Lectina marcada AcP <Dig>Ov -Fab-POD
amb digoxigenina 0 AcP<FL>Ov-Fab-POD

Mostra de Bloqueig dels

Figura 11.13: Esquema del protocol d’'ELISA directe de deteccié d’estructures glucidiques
del PSA amb lectines.

ELISA directe de deteccio per lectines:

Solucions:
Solucié d'unié: Coating buffer (Scil Diagnostics, Alemanya) diluit 10 vegades en aigua milliQ.
Solucié d'incubacié: PBS pH 7.2, 1% BSA, 0.05% Tween-20
Soluci6 per lectines : 0.1M Tris-HCI, 150mM NaCl, 1mM CaChk, 1mM MgCh, 1ImM MnCh, pH 7.6
Solucié de rentat: 9g/L NaCl, 0.05%Tween-20.

Es dissolen les mostres en solucié dunié i se’n col-loquen 100ni/pouet en una placa d’ELISA
tractada per a la unié de proteines (NUNC, Dinamarca). La placa s'incuba a temperatura ambient
durant 1h en agitacio.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

Es bloquegen els llocs lliures de la placa amb una dilucié de RotiBlock (Roth, Alemanya) dissolt en

solucié d'incubaci6 sense BSA. S'afegeixen 100 pL de solucié a cada pouet i s'incuba en agitaci6 1h
a temperatura ambient.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

S'afegeixen 100 pL/pouet d'una solucié 1pg/mL de les lectines digoxigenilades (Roche, Alemanya)
corresponents dissoltes en tamp6 per a lectines. S'incuba 1h a temperatura ambient i agitacio.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

S'afegeixen 100pL/pouet duna solucid6 20mU/mL en tampd d'incubacid, de I'anticos conjugat a

peroxidasa que detecta digoxigenina AcP<Dig>Ov-Fab-POD, o fluoresceina 20mU/mL de
AcP<FL>Ov-Fab-POD, o 10mU/mL del compost SA-POD, que detecta biotina (tots de Roche,

Alemanya). S'incuba 1h a temperatura ambient i agitacio.

Es renta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

S'afegeixen 100uL/pouet de soluci6 TMB (Roche, Alemanya) i s'atura la reaccié després de 5min
amb 100pL/pouet de 0.25M H,SOs. Seguidament, es llegeix l'absorbancia a 450nm amb una
referencia de 620nm.

Aquestes lectines poden estar marcades amb diferents substancies i d’aixo

dependra el metode de deteccid. Poden trobar-se marcades amb digoxigenina, amb

biotina, o amb fluoresceina. Per a detectar la digoxigenina i la fluoresceina hi ha

anticossos especifics, per0 per a detectar el marcatge amb biotina s'utilitza

estreptavidina (SA) amb I'enzim peroxidasa unit.
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5.5.7. Assaig immunoldgic associat a I'activitat sialiltransferasa (GISA)

El protocol GISA (Glycosylation Immunosorbent Assay) es basa en una primera etapa
de captura d’una glicoproteina en una placa d’ELISA mitjancant anticossos especifics
contra la proteina. Acontinuacio es realitza una reaccié enzimatica d’unié d’acid sialic,
marcat amb fluoresceina (FL), mitjangant sialiltransferases especifiques (fig. 11.14),

segons es descriu a Poon i col. (2002).
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Figura 11.14: Esquema de I'assaig immunologic associat a I'activitat sialiltransferasa (GISA).

D’aquesta manera, els terminals glucidics del PSA que permetin la uni6 d’acid
sialic seran detectats per un anticos que reconeix el marcatge d’aquest substrat
enzimatic. En aquest cas el substrat és el nucleotid CMP-5NeuAc marcat amb
fluoresceina, gentilesa del laboratori del Dr R. Brossmer (Gross i col.,, 1990;

Brossmer i Gross, 1994).
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Assaig immunologic associat a |'activitat sialiltransferasa (GISA):

Solucions:
Solucié d'incubacié d'anticossos i mostres : PBS pH 7.2, 1% BSA, 0.05% Tween-20
Soluci6 d’activitat enzimatica: 15mM Tris-HCI, 45mM NaCl, 1mL/L TritonX100, 1g/L BSA pH 7.2
Solucié de rentat: PBS pH 7.2, 0.05% Tween-20

1. S'uneixen els anticossos biotinilats anti-PSA lliure o anti-PSA total a la placa d’ELISA folrada
d’estreptavidina (Greines, Alemanya). Les concentracions d'anticos (Roche, Alemanya) utilitzades
son:

AcM<PSA>R-M-30-Fab’-Bi 4pg/mL per a detectar PSA lliure
AcM<PSA>R-M-36-Fab-Bi 4ug/mL per a detectar PSA total
Es dilueixen els anticossos en solucié d'incubacioé i 130ul/pouet s'incuben a 37°C durant 30min.

2. Esrenta la placa 4 vegades amb soluci6 de rentat.

3. Es preparen les dilucions de les mostres en solucié d'incubacié. S'afegeixen 100 pL de les diferents
dilucions de les mostres a cada pouet. S’incuba 1h a 37°C.

4. Esrenta la placa 4 vegades amb solucié de rentat i 1 amb soluci6 d’activitat.

5. Safegeixen 45 pl/pouet d’'una solucié 2.5U/L de a2-6-(N) sialiltranferasa de rata recombinant en
Spodoptera frugiperda (Calbiochem, EEUU) i 0.75mg/L CMP-5-fluoresceinytneuraminic acid
(donacio del Dr. Brossmer) en solucié d'activitat. S'incuba 2h a 37°C.

6. Esrentala placa 4 vegades amb solucié de rentat.

7. S'afegeixen 100pL/pouet d'una solucié 1:2000 en tampo6 d'incubacié, de I'anticos conjugat a
peroxidasa que detecta fluoresceina AcP<FL>Ov-Fab-POD (Roche, Alemanya). S'incuba 1h a 37°C.

8. Esrenta la placa 5 vegades amb soluci6 de rentat.

9. S’afegeixen 100uL/pouet de solucié6 TMB (Roche, Alemanya) i s'atura la reaccié després de 5 min

amb 100pL/pouet de 0.25M H,SOs. Seguidament, es llegeix I'absorbancia a 450nm amb una
referencia de 620nm.

NOTA: Quan es vulguin testar mostres préviament immunoprecipitades seguint el protocol
d'immunoadsorci6 indirecte de doble marcatge (punt 3.2.3), no caldra folrar els pouets amb els anticossos
anti-PSA, es podra comencar al punt 3 d’aquest protocol.

5.6. Caracteritzacio glucidica de la superficie cel-lular
5.6.1. Per ELISA de cél.lules fixades

El protocol utilitzat és el mateix que esta descrit a I'apartat 3.6 del Capitol I del

present treball (pags. 70-71), pero aqui les cel-lules testades son de carcinoma
prostatic.: LNCaP (ATCC CRL-1740), PC-3 (ATCC CRL-1435) i DU-145 (ATCC
HTB-81). Com a controls s'utilitzen les linies Capan-l (ATCC HTB-79)
d’adenocarcinoma pancreatic i la linia MCF-7 (ATCC HTB-22) de carcinoma

mamari.

Per a la deteccio, a mes dels anticossos especifics per a estructures glucidiques

tipus Lewis utilitzats a I'apartat 3.6, s'usen lectines: ECL-FL, AAA-Bi, SNA-Bi i

MAA-Dig a 2 ng/mL, i un anticos monoclonal contra I'epitop H2, donat per la Dra.

C. de Bolds. Quan s'utilitzen lectines es realitza el pas de blogueig amb PVP

(polivinilpirrolidona) 2% en tamp6 PBS, enlloc d’albdmina sérica bovina.

5.7. Determinacio i quantificacié del PSA durant la purificacio
5.7.1. ELISA sandvitx de deteccié de PSA:

139




GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

Per a realizar el sequiment de la purificacioé del PSA de medi de cultiu de cel-lules
LNCaP s'utilitza un ELISA sandvitx de captura i deteccid de PSA. Aquest assaig
també s'utiliza per a quantificar la concentracié de PSA en cada moment, afegint a
I'assaig d’ELISA una recta patré preparada amb una mostra de PSA control de
concentracié coneguda (del kit ELECSYS de Roche Diagnostics, Alemanya).

Y= A" O- \

SA
_SA
AcM<PSA> R-
M30-Fab‘ Bi o
zrlstc)afolrada ACM<PSA>R- Mostrade PSA  AcM <PSA> R-M66-
M36-Fab-Bi Fab-POD

estreptavidina

Figura 11.15: Esquema del protocol d’ELISA sandvitx de quantificacié de PSA.

Per a la captura s'utilitza un anticos biotinilat anti-PSA lliure o anti-PSA total, que
s’'uneix a una placa d’estreptavidina, i la deteccio es realitza amb un anticos anti-PSA
unit a I'enzim peroxidasa, que permetra la deteccid colorimétrica de I'assaig (fig
11.15).

ELISA sandvitx de guantificacié de PSA:

Solucions:
Solucié d'incubacié: PBS, 1% BSA, 0,1% Tween-20, pH 7.2.
Soluci6 de rentat: 9g/L NaCl, 0.05% Tween-20.

1. S'uneixen els anticossos biotinilats contra PSA lliure o total a la placa d'ELISA folrada
d’estreptavidina (Greines, Alemanya). Les concentracions d'anticos utilitzades sén:
Per PSA lliure, ACM<PSA>R- M-30-Fab’-Bi 4ug/mL
Per PSA total, AcM<PSA>R- M-36-Fab-Bi 2ug/mL
Es dilueixen els anticossos en solucié d'incubacié i s'incuben 130pl/pouet a temperatura ambient
durant 30min en agitacio.

2. Esrentala placa 3 vegades amb soluci6 de rentat.

3. Es preparen les dilucions de les mostres en solucié d’incubacié. S'afegeixen 100 L de solucié
d'incubacié a cada pouet i després, 20 uL de les diferents dilucions de les mostres. S'incuba en
agitacié 1h a temperatura ambient.

4. Esrenta la placa 3 vegades amb solucié de rentat.

5. Safegeixen 100 pL/pouet d’'una dilucié 1:6000 en solucié d'incubacié d’'un anticos monoclonal de
ratoli contra PSA total conjugat a I'enzim peroxidasa, AcCM<PSA>R-M66-Fab-POD. S'incuba en
agitacié 1h a temperatura ambient.

6. Esrentala placa 3 vegades amb soluci6 de rentat.

7. S'afegeixen 100uL/pouet de soluci6 TMB (Roche, Alemanya) i s'atura la reaccié després de 1-2 min
amb 100uL/pouet de 0.25M H,SOs. Seguidament, es llegeix I'absorbancia a 450nm amb una
referéncia de 620nm.
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5.7.2. Electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants amb

SDS: tincid amb nitrat de plata

Aquesta electroforesi amb tincié amb nitrat de plata s'utilitza per a determinar la
puresa de les mostres al llarg de la purificacio del PSA, ja que la tincié amb nitrat de
plata permet detectar la preséncia de totes les proteines d’'una mostra amb una
sensibilitat de 2 a 5ng per banda.

S’ha utilitzat el mateix protocol de polimeritzaci6 i tincio del gel que al punt 3.2.
del Capitol I (pag. 66). Pero per al PSA, de massa molecular aproximadament 28kDa,

el gel separador de proteines sera al 12% d’acrilamida.

5.8. Purificacié del PSA de medi de cultiu de céllules de
carcinoma prostatic

Les cél-lules de la linea LNCaP (ATCC CRL-1740) han estat cedides pel
Departament d’Urologia de I’'Hospital Universitario de Getafe (Madrid) i per
I'Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars CID-CSIC de Barcelona.

S’han cultivat en medi de cultiu complet: RPMI-1640 (Gibco, Regne Unit), amb o
sense un 10% de Serum Bovi Fetal (FBS; Linus, Regne Unit), 5ug/mL de
Gentamicina (Gibco, Regne Unit) i amb o sense I’hormona dhidrotestosterona
(DHT; Sigma, EEUU) 125nM. Aquestes cél-lules LNCaP secreten PSA al medi de

cultiu i proliferen depenent de I'estimulacié hormonal (Corey i col., 1998).

5.8.1. Cultiu de cél-lules LNCaP i acumulacio de medi:

El protocol utilitzat per a I'acumulacié de medi de cultiu de cel-lules LNCaP és el

mateix que s’ha descrit a I'apartat 3.7.1 del Capitol I, pero al medi de les cél-lules
LNCaP s’hi pot afegir o no, segons el tractament, la hormona dihidrotestosterona.
Aixi doncs, s’ha purificat PSA secretat per cél-lules LNCaP cultivades amb tres
medis suplementats diferents: (1) amb 10%FBS, (2) sense FBS pero amb 125nM de
la hormona dihidrotestosterona i (3) sense FBS ni DHT. El protocol de purificacié
que és descrit a continuacié correspon a la purificacié del PSA a partir del medi de
cultiu de cel-lules LNCaP que han crescut amb medi suplementat amb 10%FBS.

Aquest protocol consta de quatre passos cromatografics: dues columnes d’afinitat

amb cibacron-blue, una columna de gel-filtracio i una columna de fase reversa Vydac
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C4. Per al medi no suplementat amb FBS el protocol es redueix a dos passos
cromatografics: Una columna atmosfeérica d’afinitat amb cibacron-blue i una columna
de fase reversa Vydac C4, degut a la menor quantitat de proteina total del medi &
cultiu.

Abans de la purificacio el medi també és concentrat per ultrafiltracié tangencial

seguint el mateix protocol que el descrit a I'apartat 3.7.2 del capitol anterior.

5.8.2. Cromatografia d’afinitat amb cibacron-blug:

S’ha observat que algunes proteines on afins a determinats colorants degut a
similituds estructurals amb cofactors o substrats d’aquestes proteines, i també degut a
determinades propietats ioniques o hidrofobiques que presentin aquestes. La reina de
cibacron-blue 3GA (Sigma, EEUU) consta d’un colorant, el cibacron-blue, unit a una
matriu d’agarosa. S’ha determinat que presenta afinitat per enzims amb unions a
nucleotids o a cofactors nucleotidics, i que també s’uneix a deshidrogenases, cinases,
endonucleases de restriccié, albimina i interfero, i inclis podria unir-se a d'altres
proteines.

Proves preliminars realitzades amb columnes amb aquesta matriu han determinat
que el PSA s’uneix fortament al cibacron-blue, pel que resulta Gtil per a la seva

purificacio.

El medi concentrat es dialitza en el tampd A de la cromatografia dafinitat
utilitzant sacs de dialisi que permeten el pas de molecules menors de 3000Da
(SpectraPor, EEUU).

Essencialment la cromatogrfia d’afinitat a cibacron-blue consisteix en deixar que
les proteines de la mostra s’uneixin lentament a la reina, segons la seva afinitat al
colorant i a desunir les proteines seqliencialment aplicant un gradient sali de 20mM a
2M de NaCl en 256mM TrisHCI pH 7.5 i, posteriorment eluir les proteines unides
fortament, com és el cas del PSA, aplicant un tamp6 25mM TrisHCI, 1M NaSCN pH
7.5.

Cromatografia d’afinitat a cibacron-blue:

Tampons filtrats i desgasificats per ultrasonicacio:
A: 25mM TrisHCI, 20mM NaCl pH 7.5
B: 25mM TrisHCI, 2M NaCl pH 7.5
C: 25mM TrisHCI, 1M NaSCN pH7.5
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El volum de columna és 100mL.

1. S’empaqueta la columna amb 100mL d’'una matriu de cibacron-blue, que s’ha rentat préviament amb
5 volums de columna d'aigua MilliQ i 5 volums de columna de tampo A.

2. S'equilibra la columna amb 5 volums de columna de tamp6 A a un flux 0.5mL/min.

3. Es carrega a la columna la mostra dialitzada i es comencen a recollir fraccions de 5mL a un flux de
0.2 mL/min.

4. S'elueix la mostra que no s'uneix a la reina de cibacron-blue amb 5 volums de columna de tampé A,

a un flux de 0.5 mL/min.

S’elueix part de la mostra unida a la reina amb un gradient sali lineal de 2.5 volums de columna de

tamp6 A i 2.5 volums de columna de tampé B, a un flux de 0.5 mL/min.

S’elueix la mostra unida amb 3 volums de columna de tampé B a un flux de 0.5 mL/min.

S’elueix la mostra fortament unida amb 3 volums de columna de tampé C a un flux de 0.5 mL/min.

Es regenera la columna amb 5 volums de columna de 0.1M Borat, 1M NaCl a pH 9.8, seguits de 5

volums de columna de 0.1M Borat pH 9.8.

S’extreu la reina de la columna, es renta amb 10 volums de columna d’aigua milliQ i es conserva en

2M NaCl.
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Es procedeix a reunir les fraccions positives per a PSA determinades per ELISA
(punt 3.4.1), es dialitzen front d’aigua milliQ, per a eliminar-ne les sals, i es liofilitzen.

Se’n determina la quantitat de proteina total pel meétode de Bradford (veure
apartat 3.9.1 del capitol anterior) i la quantitat de PSA de les fraccions positives
també per ELISA (punt 3.4.1 d’aquest capitol).

5.8.3. Cromatografia de geHiltracio P60:
El Biogel P (BioRad, EEUU) és una reina constituida per petites esferes de

poliacrilamida molt hidrofiliques i quasi sense carrega, que s'utilitza per a discriminar
molécules segons el seu pes molecular. El limit d’exclusio del Biogel P60 és de 3000-
60000Da, és a dir, quedaran retingudes pel gel de la reina aquelles molécules de
menys de 60000Da, i el seu temps de retencié dependra inversament de la seva mida
molecular.

Cromatografia de gekfiltracié Biogel P60:

1. S'equilibra la columna amb 2 volums de columna de tampd: TrisHCI 50mM NaCl 200mM pH 7.5 filtrat
i desgasificat per ultrasonicacid, al flux de treball (el flux recomanat depén del diametre de la
columna, quant més lent sigui el flux millor sera la resolucié). Per a una columna de diametre 1.8 cm,
s’ha utilitzat un flux 0.15 mL/min

2. Es dilueix la mostra en el menor volum possible de tampd, es centrifuga a 10000rpm 5min. i es
carrega a la columna. Quan hagi entrat completament, s’afegeix tampé i es connecta altra vegada el
flux.

3. S'hifan passar fins a 3 volums de columna de tampé i se’n recullen les fraccions eluides. Es segueix
I'elucio de proteina mesurant I'absorbancia a 280nm i la preséncia de PSA per ELISA.
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Les fraccions que contenen PSA es reuneixen, es dialitzen contra aigua MilliQ i es
liofilitzen. Aquesta mostra es ressuspen en el tampd A de la columna d’afinitat a
cibacron-blue i es recromatografia per una columna Hi-Trap cibacron-blue d’AmL de
reina (Pharmacia, Suécia), utilitzant un sistema de cromatografia FPLC per a una
millor resolucio. Es segueix el mateix protocol i s'utilitzen els mateixos tampons que

per la columna atmosferica de cibacron-blue utilitzada anteriorment (apartat 3.5.2).

5.8.4. Cromatografia de fase reversa per a HPL.C:

Finalment, les proteines presents en les fraccions positives per PSA, eluides de la
columna anterior, son separades segons la seva hidrofobicitat mitjancant una
cromatografia de fase reversa amb una columna Protein C4 (Vydac, EEUU) per a

HPLC, segons el segiient protocol:

Cromatografia de fase reversa amb una columnaProtein C4 (per ala purificacié de PSA):

Tampons filtrats i desgasificats per ultrasonicacio:
A: Aigua milliQ 0.1% acid trifluoroacétic
B: acetonitril 0.1% acid trifluoroacétic
El flux de treball és de 0.5 mL/min i el volum de columna és de 2.5mL.

1. S’equilibra la colurma amb 2 volums de columna d’'un 10% de tampd B i un 90% de tampd A.

2. S'injecta la mostra dissolta en tamp6 A.

3. S'elueix la mostra no unida amb 2 volums d'un 10% de tamp6 B i un 90% de tampo6 A.

4. S’elueix la mostra amb un gradient de 3 volums de columna de 10 a 25% de tampé B.

5. S'elueix la mostra més fortament unida amb un gradient de 10 volums de columna de 25 a 50% de
tampd B.

6. S’acaben d’eluir les proteines encara unides amb un gradient de 2 volums de columna de 50 a 100%
de tampo B.

7. Esregenera la columna amb 2 volums de columna de tampd B 100%.

8. Esreequilibra la columna amb 3 volums de columna de 10% de tampo B.

La sequenciacié de la fraccié aminoterminal del PSA purificat de medi de cultiu de
cel-lules LNCaP s’ha portat a terme mitjancant un protocol de degradacié automatica
d’Edman, en un seqlenciador de proteines LF3000 (Beckman), al Servei de
Protedmica de I'Institut de Biomedicina i Biotecnologia de la Universitat Autonoma

de Barcelona.

5.9. Obtenci6 i tractament de les mostres de serum huma

Els serums provenen de pacients de carcinoma prostatic i d’hiperplasia benigna de
prostata de I'Hospital Universitari Dr. Josep Trueta de Girona, que han estat recollits
en deju entre les 8 i les 10 del mati al Servei d’Analisis Cliniques (Laboratori ICS
Girona), entre novembre de 2000 i mar¢ de 2003. S’han deixat coagular de 10 a 30
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min a temperatura ambient i s’han centrifugat a 3500 rpm en tubs que permeten la
separacid estricta del serum i de les cél-lules sanguinies. Aixi s’han conservat a 4°C,
com a maxim 4 dies i després s’han aliquotat i congelat a -20°C.

El serum d’un pacient d’hiperplasia benigna de prostata és d’'un home de 78 anys
amb un contingut de PSA total entre 5 i 10ng/mL, anomenat BPH A Els dos
serums de dos pacients diagnosticats d’adenocarcinoma de prostata corresponen a un
home de 82 anys amb 100ng/mL de PSA total (anomenat PCa B) i un altre a un
home de 78 anys amb 10-20 ng/mL de PSA total (anomenat PCa C).

Tots aquests serums son de pacients diagnosticats d’aquestes malalties al Servei
d’Anatomia Patologica. A més, es disposa dels valors mesurats de I'antigen prostatic
especific (PSA).

El serum de carcinoma prostatic utilitzat com a control dels diferents assaigs
immunologics i per a la purificacid de PSA correspon a un malalt de cancer de
prostata avangat. Aquest serum presenta una concentracio elevada de PSAtotal (al
voltant de 2 ng/mL) i ha estat cedit pel Dr. W. Hosel del Laboratori de Quimica de
Proteines de Roche Diagnostics (Penzberg, Alemanya), aquest serum s’anomena PCa
A.

5.10. Purificacio de PSA de sérum huma
Donada la composicio proteica del serum i la baixa concentracio en que s’hi troba

el PSA, respecte de la concentracié proteica total, s’han seguit cinc etapes
cromatografiques i una immunoprecipitacié final. Aquestes etapes son: dues
cromatografies d’adsorcio tiofilica, una cromatografia d’afinitat amb cibacron-blue,
una cromatografia d’afinitat amb proteina A i una cromatografia d’afinitat amb

heparina.

5.10.1. Cromatografia d’adsorci¢ tiofilica

La primera etapa cromatografica consisteix en una cromatografia d’adsorcio
tiofilica, 3S T-Gel fractogel (EM Industries, EEUU), segons el protocol descrit per
Kawiski i col. (2002).

El metode es basa en l'adsorci6 de proteines a un lligand heteroalifatic,
promoguda per sals. La unié de les proteines té lloc, probablement, via dipeptids

aromatics accessibles. EI PSA s’uneix fortament a aquesta reina, cosa que permet
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extreure la major part de I'alblmina serica present a la mostra ja que aquesta no
presenta les caracteristiques adequades per a unir-s’hi.

El protocol cromatografic utilitzat per a la purificacio parcial del PSA séric d’'una

mostra de 34 mL del serum PCa A (1-2 ng/mL de PSA) és el seglient,

Cromatografiad’adsorcid tiofilica 3S T-Gel fractogel

Tampons:
A: 25mM Hepes 1M sulfat sodic, pH 7.0
B: 25mM Hepes, pH 7.0
El flux de treball és de 0.5 mL/min i el volum de columna és de 23mL.

1. S’empaqueta la reina a la columna després de rentar-la amb un excés d'aigua milliQ i 3 volums de
columna de tampo A.

S'equilibra la columna amb 5 volums de columna de tampé A.

S’injecta un volum conegut de sérum huma dissolt en el mateix volum de tampd A dues vegades
concentrat. Es comencen a recollir fraccions de 3mL.

S’elueix la mostra no unida amb 4 volums de columna de tampd A.

S'elueix la mostra unida amb un gradient lineal de 8 volums de columna de tampé B.

S’elueix la mostra fortament unida amb 4 volums de columna de tamp6 B.

Es regenera la columna amb 20 volums de columna d’aigua milliQ.

Es conserva la reina en etanol al 20%.
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La determinacio de les fraccions positives per PSA, aixi com la seva quantificacio
es realitzen seguint el metode d’ELISA (apartat 3.4.1) i la quantificacié de proteina es

realitza mitjancant un assaig de Bradford.

5.10.2. Cromatografia d’afinitat amb cibacron-blue

Les fraccions positives per PSA de la cromatografia anterior, es reuneixen, es
dialitzen contra aigua milliQ i es liofilitzen.

La cromatografia d'afinitat a cibacron-blue es realitza seguint el mateix protocol que
s’ha descrit per a la purificacié de PSA de medi de cultiu de cel-lules LNCaP (punt
3.5.2), pero amb una columna de volum 12mL, ja que la quantitat de proteina total en
aquest pas de purificacié és menor que en el cas anterior.

Després es determinen les fraccions positives per PSA i es quantifica, tant el PSA
total i lliure com el contingut en proteina. Aquestes fraccions es reuneixen, es

dialitzen contra aigua milliQ i es liofilitzen.

5.10.3. Cromatografia d’afinitat amb proteina A
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Un 17% del contingut proteic del serum sén immunoglobulines, i es coneix que la
majoria s’uneixen per afinitat a proteina A en condicions de pH neutre i forga ionica
fisiologica.

En la cromatografia d’afinitat a proteina A s’'uneixen les immunoglobulines a la
reina i s’elueixen aplicant un tampo a pH acid. Les proteines que no tinguin afinitat a
aquesta reina seran eluides al volum d’exclusio.

147



GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

Cromatografia d’afinitat amb proteina A:

Tampons:

A: 100mM TrisHCI, pH 8.0
B: 100mM Gilicina, pH 3.0

El flux de treball és de 0.2 mL/min i el volum de columna és de 4mL.
1.

S’empaqueta la reina a la columna després d'hidratar el gel de proteina Asepharose CL-4B
(Pharmacia, Suécia) amb un excés d'aigua milliQ i 3 volums de columna de tampé A.

S’equilibra la columna amb 10-20 volums de columna de tampo A.

S'injecta la mostra liofilitzada ressuspesa en tamp6 A. Es recull la mostra injectada que surt de la
columna i es torna a injectar. Es comencen a recollir fraccions d’1mL.

S'elueix la mostra no unida amb 5 volums de columna de tampd A.

S’elueix la mostra unida amb 3 volums de columna de tamp6 B. A les fraccions recollides s’hi ha
d’afegir 0.1mL de tampd Ax10 per a neutralitzar el pH acid del tampé B que podria malmetre les
proteines.

Es regenera la columna amb 10 volums de columna de tampo A.

S'avaluen les fraccions obtingudes i les que contenen PSA es reuneixen, es

dialitzen contra aigua milliQ i es liofilitzen.

5.10.4. Cromatografia d'afinitat amb heparina

La columna utilitzada és una HiTrap Heparin (Amersham Biosciences, Suecia) per

a un sistema FPLC. Proves previes amb aquesta reina han determinat que el PSA hi

queda unit.

El protocol de purificacio del PSA seric és el seguent:

Cromatografiad’afinitat a Heparina HiTrap Heparin:

PN kRwNE

Tampons filtrats i desgasificats per ultrasonicacio:

A: 50mM TrisHCI, 20mM NaCl pH 7
B: 50mM TrisHCI, 1M NaCl pH 7
El volum de columna és 5mL. En un sistema FPLC.

S'equilibra la columna amb 10 volums de columna de tampé A a un flux ImL/min.

Es carrega a la columna la mostra ressuspesa en tamp6 A i es comencen a recollir fraccions d’1mL.
S’elueix la mostra que no s’uneix a la reina d’Heparina amb 1 volum de columna de tampo A

S'elueix part de la mostra unida a la reina amb un primer gradient sali de 5 volums de columna fins a
un 35% de tamp6 B.

S’elueix la mostra unida amb un segon gradient de 15 volums de columna de 35-70% de tamp6 B.
S’elueix la mostra unida amb un tercer gradient de 5 volums de columna fins al 100% de tampé B.

Es regenera la columna amb 2 volums de columna de tampé B 100%.

Es renta amb 3 volums de columna de tampd A i 10 volums de columna d’aigua milliQ i es conserva
en etanol 20%.

Les fraccions que contenen PSA es reuneixen, es dialitzen contra aigua milliQ i

se’'n quantifica el contingut en PSA lliure, PSA total i proteina total.
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Per tal de reduir el contingut en proteina total i augmentar la puresa de la mostra
de PSA es repeteix la cromatografia d’adsorci6 tiofilica perd amb una columna de
volum 4mL (veure el protocol al punt 3.7.1).

Després de determinar les fraccions positives per PSA, es reuneixen es dialitzen

contra aigua milliQ i es liofilitzen.

Per tal d’obtenir el PSA en forma de PSA lliure, es tracten les mostres amb
etanolamina 2M per a trencar el complex PSA-ACT. Se segueix el protocol descrit al
punt 3.2.4.

5.10.5. Immunoadsorci6 indirecta

Se segueix el mateix protocol d’immunoadsorcio indirecta descrit al punt 3.2.1.

La detecci6 del PSA immunoprecipitat és per electroforesi en gel de poliacrilamida
en condicions desnaturalitzants tenyit amb blau de Coomassie. Per tal de reduir el
volum eluit i poder-lo carregar al gel d’electroforesi sense que hi interfereixin les sals,

la mostra eluida es dialitza contra aigua milliQ i es liofilitza.

5.10.6. Deteccié en gel de poliacrilamida tenyit amb blau de Coomassie

S'utilitzara un gel de poliacrilamida al 12% en condicions desnaturalitzants amb
SDS polimeritzat segons el protocol de Laemmli (1970), descrit a I'apartat 3.2 del
capitol anterior.

Les mostres s’han de desnaturalitzar abans de ser carregades al gel seguint el

seguent protocol:

Processat de les mostres abans del gel d’elecroforesi:

Es ressuspenen les mostres en 26nL d'aigua milliQ.

S’hi afegeixen 10ni de tamp6 de mostres x4:

S’hi afegeixen 4ni de DTT 0.5M. S’incuba 10 minuts a 70°C.

Es deixa refredar i s’hi afegeixen 4.4nL de iodoacetamida (Sigma, EEUU) 100mM. Es deixa 30minuts
a temperatura ambient i protegit de la llum. Després ja es poden carregar les mostres al gel
d'electroforesi.

AP

La tinci6 del gel per a detectar les bandes de proteina es porta a terme amb blau
de Coomassie, seguint el seglient protocol, que permet el posterior processament per

extreure els N-glicans sense modificacions o alteracions en la seva estructura.
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Tincié de gels d’electroforesi d’acrilamida amb blau de Coomassie:

1.

2.
3.
4

Tincié del gel: 2.5g/L de Coomassie R-250 BrillantBlue (Merck, EEUU) en 50% metanol, 10% acid
acetic, 40% aigua milliQ. Deixar durant 2-3h en agitacio suau.

Rentat: 2-3 minuts en solucié 1: 50% metanol, 7% acid acétic, 43% aigua milliQ.

Rentats: 1 minut en solucié 2: 5% metanol, 7% acid acétic, 88% aigua milliQ.

Rentats: fins que el gel estigui totalment destenyit (tota la nit) en solucio 2, afegint-hi una esponja que
absorbeixi el blau de Coomassie.

Es retallen les bandes corresponents a PSA lliure. Es porta a terme I'extraccio i

seqlienciacio dels sucres al Laboratori de Glicoimmunologia del Glycobiology
Institut (GBI) de la Universitat d’Oxford.

5.10.7. Electroforesi bidimensional amb deteccid immunologica

L’electroforesi bidimensional es basa en la separaci6 de les proteines d’'una mostra

complexa en dues dimensions. La primera dimensio separa en funcidé del punt

isoeléctric i la segona en funcio de la massa molecular.

Per tal d’evitar el soroll de fons en la deteccid de PSA, s'utilitza aquest metode

amb mostres préviament purificades per adsorcio tiofilica. La deteccio especifica del

PSA es realitza mitjancant anticossos utilitzant un protocol per transferéncia tipus

western (punt 3.2.2.)

Electroforesi Bidimensional:

1

No oA

8.
9.

10.
11.

12.
13.

REHIDRATACIO

Es prepara el tamp6 de rehidrataci6: 8M urea, 0,5% (v/v) Triton X-100, 13 mM DTT, 1 % (v/v) IPG-
Buffer (pH 3-10 o pH 6-11), traces de Blau de Bromofenol.

Es col-loca el Reswelling Tray en un lloc pla.

Es posen 750 ml de tamp6 de rehidratacio a cada solc del Reswelling Tray per cada tira de primera
dimensio a rehidratar. Aquestes tires son del tipus Immobiline Dry-Strip (Pharmacia, Suécia) pH 3-10
0 pH 6-11, 110mm.

Es col-loca a cada solc una tira amb el costat punxegut a I'inici i el gel cap avall.

Es cobreix amb 2-3 ml de querosé cada tira per evitar I'evaporacio.

Es deixa rehidratar tota la nit.

Es preparen les mostres diluint-les en tampd de mostres: 8 M Urea, 0.5 % (v/v) Trité X-100, 13 mM
DTT, 1 % (v/v) IPG Buffer. Si es carrega la mostra amb pouets, el volum maxim s6n 100ni..

PRIMERA DIMENSIO: ISOELECTROENFOC

Es prepara I'aparell Multiphor Il (Pharmacia, Suécia) i es fixa la temperatura de la placa refrigeradora
a 20°C.

Es posen 34 ml de querose sobre la placa refrigeradora i s’hi col-loca la safata (amb I'anode,
vermell, a dalt).

Es posen 10 ml d'oli de parafina a sobre i es col-loca I'alineador amb els solcs dels carrils cap amunt.
Es tallen 3 paperets per tira i se’n mullen dos en aigua milliQ, i un en ditiotreitol (DTT; USB, EEUU)
13 mM.

Es treuen les tires del Reswelling Tray i s’extreu I'excés de tamp6 entre dos papers secants molls.

Es col-loquen les tires a I'alineador amb el costat punxegut a I'anode i el recte al catode (per orientar
el gradient de pH).
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14. Es posen els papers molls amb aigua a les puntes de les tires amb una part en contacte amb el gel.
Després es posen els corresponents electrodes a sobre. El paper moll amb DTT s’ha de col-locar a 1
cm del catode.

15. Es col-loca la barra amb els pouets de carrega de mostra en el lloc més adient. Es col-locara al punt
del gel per a poder carregar les mostres a pH 7.

16. Es carrega la mostra.

17. S’engega el programa i passats uns minuts s’hi afegeix querose fins a cobrir les tires de gel i els
pouets. El programa consisteix en tres passos. El primer d’'un minut de 0 a 300V, el segon de 300 a
3500V en 1h30min i el tercer, 3h a 3500V. A un amperatge maxim per a tots els passos de 2mA.

18. Quan s’acaba el programa, s’eixuguen les tires entre dos papers secants humits per eliminar I'excés
de querose i es preparen per a la segona dimensio, si no s'utilitzen en aquest moment es poden
congelar a —80°C (embolicats amb film transparent).

SEGONA DIMENSIO: SDS-PAGE VERTICAL

19. Es posen les tires 15 minuts en 10 ml de tamp6 d'equilibrat: 6 M Urea, 30% (v/v) glicerol, 2% (w/v)
SDS, 10% (v/v) Tris-HCI pH 8.8 (50mM).

20. Es posen les tires 15 minuts en 10 mL de tampé d’elucié d’electroforesi: Glicina 192mM, Tris 25mM,
SDS 0.1% pH 8.3-8.5, amb traces de blau de bromofenol.

21. Es porta a terme en un Mini Protean Il (Biorad, EEUU). El gel separador de 1.5 mm de gruix al 12%
d’acrilamida i el gel apilador al 3% d’acrilamida es preparen seguint el protocol descrit a I'apartat 3.2.
del Capitol I.

22. Es col-loca la tira de primera dimensi6 sobre el gel apilador sense butxaques i s’hi introdueix una
peca de plastic per a carregar els marcadors de pes molecular de referéncia i es segella amb
agarosa al 0.5% en tampd d’eluci6 d’electroforesi.

23. Esfacorrer el gel durant 15minuts a 15mA/gel i després 1h30min a 30mA/gel.

24. Un cop acabada I'electroforesi es procedeix a muntar la tranferéncia tipus western seguint el mateix

protocol descrit al punt 3.2.2.

Per tal de comparar quantitativament el mapa bidimensional de diferents mostres,
es quantifica la intensitat dels punts o taques obtinguts. Aquesta quantificacié es

porta a terme amb el programa Quantity-One42 de BioRad (EEUU).

5.10.8. Digestid glicolitica del PSA

Per tal d’estudiar la presencia de cadenes glucidiques amb unié de tipus N o la

preséncia d’acid sialic a les mostres de PSA, s’han digerit algunes de les mostres
assajades per electroforesis bidimensional amb tres enzims glicolitics: I’ N-glicosidasa
F o PNGasa de Flavobacterium meningosepticum recombinant en Escherichia coli, la
Neuraminidasa o Sialidasa purificada de Clostridium perfringens i la Neuraminidasa o
Sialidasa de Streptococcus pneumoniae recombinant en E.coli abans de la immunoadsorcio

indirecta, o després del tractament per adsorcid tiofilica, seguint el segiient protocol:

Digestio glicolitica del PSA amb sialidases:

- Digesti6 combinada amb Neuraminidasa de Clostridium perfringens (CPN) i N-glicosidasa F
de Flavobacterium meningosepticum recombinant en E. coli (PNGasa F) (Roche, Alemanya):

Pre-tractament desnaturalitzant:

1. S'afegeixen a 10 nL de mostra (Img PSA) 90 niL de tampé desnaturalitzant (0.1M 2-
mercaptoetanol, 0.1% SDS, 0.05% BSA).

2. Es bull 5 min a 90°C.

3. Es centrifuga a 8000 rpm durant 1 segon i es deixa refredar.

Digestio: Sobre 50ni de mostra (500ng PSA) s'afegeixen 7.2 de tampé 0.2M fosfat sodic pH 7.2,
6nL de Trit6X100 al 10%, 2U de PNGasa F i 50mU de CPN i el volum final s'ajusta a 72nL. amb aigua

milliQ.
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- Digestié amb Neuraminidasa de Clostridium perfringens (CPN) (Roche, Alemanya): Sobre 15ni
de mostra (300ng PSA) s'afegeixen 5ni de tamp6 0.5M acetat sodic pH 5, 7niL de Trit6X100 al 10% i
50mU de Neuraminidasa i el volum final s'ajusta a 50nL. amb aigua milliQ

- Digesti6 amb Neuraminidasa de Streptococcus pneumoniae recombinant en E.coli (NANI)
(Glyco, Regne Unit): Sobre 15nL de mostra (300ng PSA) s’afegeixen 5ni de tamp6 0.2M fosfat sodic pH 6
i 50mU de NANI, el volum final s'ajusta a 50m. amb aigua milliQ.

En tots els casos:
1. Es deixen incubar 16h a 37°C.
2. S'atura la reacci6 de digestio congelant les mostres a—20°C.
3. S'avalua per electroforesi uni o bidimensional.
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6. RESULTATS | DISCUSSIO

El PSA és el marcador tumoral més utilitzat per al diagnostic i seguiment del
cancer de prostata (Ward i col., 2001). Degut a la seva especificitat i sensibilitat és
I'nic marcador tumoral que s'utilitza per al garbell de la poblacio, és a dir, per a
determinar la preséncia d’aquesta patologia prou aviat per a que pugui ser tractada.
Amb nivells de PSA total en sérum superiors a 10ng/mL s’aconsella realitzar mes
proves diagnostiques al pacient, com el tacte rectal digital o la biopsia. Nivells per
sota de 4ng/mL es consideren normals, pero existeix un interval de risc, entre 4 i 10
ng/mL, en que el PSA no és prou especific per a distingir una situacié benigna d’una
maligna. Per aquesta ra0, s’estan portant a terme diferents aproximacions i millores

en la detecci6 del PSA seric per tal d’augmentar la seva I'especificitat (Brawer, 1999).

En el present treball, tenint en compte que el PSA és una glicoproteina, es
proposa la caracteritzacié de la glicosilacio del PSA d’origen normal i tumoral i la
seva comparaci6. D’aquesta manera es planteja la possibilitat que, si existeixen
diferencies a nivell glucidic, es pugui millorar I'especificitat del PSA com a marcador

del cancer de prostata.

En una primera part es porta a terme la purificacié del PSA de diferents fluids
biologics i se’'n caracteritzen les seves estructures glucidiques. En una segona part es
posen a punt diversos métodes de deteccio de la glicosilacidé del PSA de diferents

mostres biologiques, sense haver-lo de purificar.

5.11. Purificacié i caracteritzacio glucidica del PSA de medi de

cultiu de cél-lules de carcinoma prostatic
S'utilitza la linia cel-lular de carcinoma prostatic LNCaP, que secreta PSA al medi

de cultiu, i que prové d’'una metastasi a nodul limfatic (Horoszewicz i col., 1983).
Corey i col. (1998) i Kumar i col. (2000) suggereixen que al medi de cultiu de
cel-lules LNCaP s’hi troben diferents formes de PSA quan les cel-lules es cultiven
amb FBS: la forma activa, i tres formes inactives: la forma proPSA (que pot activar-
se en tractar-la amb una tripsina, com la hK2, segons descriu el treball de Véisanen i

col. (1999)), la que presenta un enllag tallat a la Lys 145 (forma nicked) i altres formes
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que s’inactiven en formar complexes amb inhibidors diferents de 'ACT, com l'a2-
macroglobulina (AMG).

En el medi de cultiu de les cél-lules LNCaP la presencia del complex PSA-ACT és
poc important, ja que la quantitat d’ACT produida per aquestes cel-lules és molt
baixa. Per0 el PSA lliure secretat es pot unir a I'al-antiproteinasa bovina que hi hagi
a I'FBS. El PSA unit representa el 9% del PSA total, perd quan es cultiven sense FBS,
tot el PSA es troba en forma lliure. La quantitat de hK2 produida per les cél-lules
LNCaP correspon al 3.4-5.0% del PSA produit (Véisénen i col., 1999).

Altres grups han purificat PSA del medi de cultiu de les cel-lules LNCaP per
cromatografia d’afinitat amb anticossos monoclonals contra aquesta proteina, seguida
d’'una cromatografia d’interaccié hidrofobica (Kumar i col., 2000), o amb dues
cromatografies d’afinitat consecutives amb anticossos monoclonals (Véisanen i col.,
1999), o per immunoprecipitacié (Prakash i Robbins, 2000).

Wau i col. (1998) produeixen i purifiquen mil-ligrams de PSA lliure del medi de
cultiu de cél-lules LNCaP utilitzant un bioreactor (micro-mouse hollow fiber bioreactor)
per al cultiu de cél-lules i amb tractament amb I'hormona sintética R1881, que
redueix la purificacié del PSA lliure a una cromatografia per gel filtracié S-100 o S-
200.

5.11.1. Condicions de cultiu

Les cél-lules LNCaP presenten una secrecié de PSA dosi-depenent d’androgens,

com la dihidrotestosterona (DHT) o el seu analeg sintétic R1881 (Lee i col., 1995;
Corey i col., 1998; Véiséanen i col., 1999; Kumar i col., 2000). El creixement
d’aquestes cél-lules també depen de la concentracio d’androgens de manera positiva,
perd només fins a una concentracidé maxima de 30nM de DHT, a partir de la qual
s'alenteix la taxa de proliferacié. Tanmateix, concentracions entre 10 i 100 nM de
DHT comporten una secrecid maxima de PSA (Lee i col., 1995).

Caldra tenir en compte les concentracions optimes d’hormona al cultiu i el
nombre de passos que tinguin les cél-lules a I’hora d’obtenir el millor rendiment en la
secrecié de PSA (Esquenet i col. 1997). S’ha descrit que cel-lules LNCaP de més de

70 passos poden assolir un creixement independent d’hormona i que apareixen
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canvis en la sensibilitat a androgens i en els nivells de receptor androgénic de les
cél-lules LNCaP sota la influéncia de les condicions de cultiu (Langeler i col., 1993).
Les cel-lules LNCaP utilitzades en el present treball, provinents del Departament
d’Urologia de I'Hospital Universitario de Getafe (Madrid) i de I'Institut Catala de
Ciéncies Cardiovasculars CID-CSIC de Barcelona, presentaven inicialment un pas de
cultiu inferior a 40. S’han estimulat aquestes cél-lules amb 125nM del lligand natural
dihidrotestosterona (DHT) després de proves prévies per a trobar la concentracio
optima, en que es testaren 5, 50 i 125nM de DHT. A concentracions altes de DHT
s’observa un alentiment del creixement perqué les cel-lules presenten més dificultats
a recuperar-se després de fer-ne un subcultiu, pero la produccié de PSA és maxima.
Es cultivaran les cel-lules sota tres condicions diferents: a) en medi (RPMI-1640)
suplementat amb un 10% de sérum bovi fetal (FBS), b) en medi sense FBS pero amb

la hormona dihidrotestosterona (DHT) i ¢) sense FBS ni hormona.

La concentracié de PSA secretat per aquestes cél-lules en les condicions de cultiu
amb FBS és de 1.5 ng/mL. Véisénen i col. (1999) detecten 0.5 ng/mL de PSA quan
les cel-lules es cultiven amb medi amb FBS i, quan es cultiven sense FBS pero amb
5nM de I'hormona sintética R1881, la concentracié augmenta 3 vegades. En el
present treball, quan les cél-lules es cultiven sense FBS pero amb 125nM de DHT, la

concentracio augmenta fins a 3.5 ng/mL i sense FBS ni DHT és només de 0.6

ny/mL.

El fet de cultivar les cel-lules sense FBS redueix molt el contingut proteic de la
mostra, cosa que simplifica el protocol de purificacio. EI PSA secretat per les cél-lules
cultivades en medi amb FBS es purifica seguint quatre passos cromatografics: dues
columnes d’afinitat a cibacron-blue, una columna de gel-filtracié i una columna de fase
reversa Vydac C4. Per al medi no suplementat amb FBS el protocol es redueix a dos
passos cromatografics: Una columna atmosférica d’afinitat a cibacron-blue i una

columna de fase reversa VVydac C4.

5.11.2. Purificacié de PSA de medi de cultiu de cél-lules LNCaP

156



CAPITOL II: ANTIGEN PROSTATIC ESPECIFIC

S’estableix un protocol de purificacio per a aquesta glicoproteina. Aquest protocol
s'inicia amb el cultiu i acumulacié del medi, que posteriorment es concentra per
filtracio tangencial i del que se'n purifica el PSA seguint diferents passos
cromatografics.

Al llarg dels diferents processos de purificacio es quantifica el PSA lliure i el total
amb I'assaig d’ELISA sandvitx establert. Donat que els resultats obtinguts amb
diferents immunoassaigs poden variar lleugerament entre si (Cheli i col., 1998), totes
les quantificacions es duen a terme amb aquest mateix assaig, amb els mateixos
anticossos monoclonals contra PSA lliure o total (extrets del kit ELECSYS de Roche
Diagnostics), els mateixos tampons i el mateix calibrador de PSA (extret del kit
ELECSYS de Roche Diagnostics).

Es parteix d'1 L de medi de cultiu de cél-lules LNCaP, del que conté FBS.
Després de concentrar-lo per filtracié tangencial, s'obtenen 40mL de medi de cultiu
amb 3400 mg de proteina total i 460 ny de PSA lliure. A partir d’aquest medi

concentrat es porten a terme les diferents etapes cromatografiques.
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Cromatografia d’afinitat amb cibacron-blue

La reina de cibacron-blue uneix basicament albimina i enzims amb uni6 a
nucleotids o a factors nucleotidics, pero es pot unir a d’altres proteines. Com que
I'FBS conté una proporcié important d’albdmina, amb aquesta cromatografia es
pretenia eliminar-la, pero es va observar que el PSA s’uneix fortament a aquesta reina
I no es pot separar del tot de I'albimina present.
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Figura 11.16: Cromatograma de la purificacié de PSA de medi de cultiu de cel-lules de
carcinoma prostatic LNCaP amb una reina d’afinitat amb cibacron-blue.

Tal com s’observa a la figura 11.16, el PSA queda retingut a aquesta reina i s’elueix
en afegir-hi el tampo6 B i el C. Després d’aquesta cromatografia es reuneixen les
fraccions que contenen PSA i es redueix el contingut en proteina total (per a seguir la
quantificacio del procés veure el resum a la taula 11.2).

Cromatografia per gel-filtracid

La cromatografia per gel-filtracio permet separar les proteines en funcio de la seva
mida molecular. Si es compara la massa molecular de I'albumina sérica (66kDa) amb

la del PSA (28-30kDa) sembla que amb aquest tipus de cromatogafia s’haurien de
separar.
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Figura 11.17: Cromatograma de la purificaci6 de PSA de medi de cultiu de cel-lules de
carcinoma prostatic LNCaP amb una reina de gel filtracio.

Malgrat tot, tal com s’observa a la figura I11.17, hi ha certa coincidéncia entre el pic
de PSA i el de proteina total, per aquest motiu les fraccions positives per PSA es
reuneixen i so6n cromatografiades amb una altra columna d’afinitat a Cibacron-blue.

Després d’aquesta segona cromatografia d’afinitat, la quantitat de proteina total
disminueix molt i la puresa del PSA augmenta (veure taula resum 11.2).

Cromatografia per fase reversa

Aixi doncs, aquesta mostra es carrega en una columna de cromatografia per fase
reversa Vydac C4 que permetra obtenir el PSA pur (fig 11.18).
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Figura 11.18: Cromatograma de la purificaci6 de PSA de medi de cultiu de

carcinoma prostatic LNCaP amb una reina de fase reversa.

Resum del procés

cél-lules de

S’ha quantificat el PSA lliure i el total per ELISA sandvitx i la proteina total per

Bradford dels diferents passos cromatografics de purificaci6 de PSA de medi de

cultiu de cel-lules LNCaP; aquests resultats estan resumits a la taula 11.2.

V(?Tl]lli;n mg proteina ng PSA lliure P‘(*(f/‘j )S a Ren((sl)/ior?ent
Inicial 40 3400 460 0.013 100
Afinitat a cibacron-blue 3.4 642.5 358 0.056 78
Gel-filtracié P-60 9 7.5 293 4 64
Afinitat a cibacron-blue 1 1.2 140 12 30
Fase reversa Vydac C4 2 0.07 70 100 15

Taula 11.2: Resum del procés de purificacio de PSA de medi de cultiu de cel-lules de
carcinoma prostatic LNCaP cultivades amb 10%FBS.

S’han analitzat aliquotes dels diferents passos de purificacid per electroforesi amb

tincié per nitrat de plata i per transferencia tipus western de deteccié de PSA (fig.

11.19).
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El rendiment del procés cromatografic no és gaire alt perd el PSA pur obtingut és
suficient per a dur a terme la caracteritzacio i la sequenciacio de les estructures

glucidiques que presenta.
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Figura 11.19: a) Gel d’electroforesi en condicions desnaturalitzants amb tincié per nitrat de
plata dels diferents passos cromatografics de la purificacio de PSA de medi de cel-lules
LNCaP [1: 100ng de proteina total del medi de cultiu de les cel-lules LNCaP abans de
purificar-ne el PSA; 2: 100ng de proteina total després de la cromatografia d’afinitat a
cibacron-blue; 100ng de proteina total després de la cromatografia per fase reversa, M:
marcadors de pes molecular]. b) Transferencia tipus western de deteccio de PSA dels
diferents passos cromatografics de la purificacio de PSA de medi de cel-lules LNCaP. [1:
Medi de cél-lules LNCaP; 2. PSA després de la cromatografia d’afinitat a cibacron-blue; 3:
PSA després de la cromatografia per fase reversa].

També s’ha purificat el PSA secretat per les cél-lules LNCaP cultivades sota les
altres condicions de cultiu: sense FBS i amb o sense 125nM de DHT.

El protocol de purificacio per a aquestes cél-lules cultivades sense FBS és més
senzill i se n’obté un millor rendiment (veure taula 11.3), perqué, en contenir menys

proteina total, només calen dos passos cromatografics.
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V(Cr)]!]LIJ_;n mg proteina ng PSA lliure Plzg/i )sa Ren(ci/ion)qent

125nM DHT

Inicial 160 4.7 500 11 100
Afinitat a cibacron-blue 42 1.9 400 21 80
Fase reversa Vydac C4 2 0.084 84 100 17
Sense DHT

Inicial 170 2.4 108 4.5 100
Afinitat a cibacron-blue 20 1.3 103 8 95
Fase reversa Vydac C4 2 0.03 30 100 28

Taula 11.3: Resum del procés de purificacio de PSA de medi de cultiu de cél-lules de
carcinoma prostatic LNCaP cultivades amb 0%FBS i amb i sense DHT 125nM.

5.11.3. Caracteritzacié del PSA purificat per sequienciacio N-terminal

Per tal de caracteritzar el PSA purificat de medi de cultiu de cel-lules LNCaP, s’ha
dut a terme la seqlienciacié de I'extrem N-terminal de la proteina. La majoria de
molécules de PSA corresponen a la proteina madura, amb un terminal NH, normal.
Tot i que un ter¢ de les molécules s’hi troben en forma de zimogen o Pro-PSA
(pPSA), la més abundant és la -5 pPSA (LILSR) i la menys abundant la forma -7
(APLILSR).

Altres autors observaren que la major part del PSA purificat de medi de cultiu de
cel-lules LNCaP per cromatografia d’afinitat es troba en forma de zimogen. Al
voltant d’un ter¢ del PSA correspon a la forma -5pPSA, un terc a la forma -7 i I'altre
ter¢ correspon a la forma madura, i menys d’'un 5% del PSA es troba en la forma
madura per0 truncada a I'extrem aminoterminal, comengant a I'aminoacid +5.
Tanmateix, no s’han trobat diferéncies entre el PSA secretat per les cel-lules
cultivades amb i sense FBS (Véisénen i col. 1999).

Les diferéncies entre els resultats resultats obtinguts en aquest treball i els descrits
a la bibliografia poden ser degudes a que, durant el procés de purificacid, la presencia
de hK2 (malgrat la baixa proporcié en que és present al medi de cultiu de les cél-lules
LNCaP) pot activar les formes proPSA i augmentar la proporcié de forma madura,
respecte de la observada per Vdisanen i col. (1999), que si separen el PSA de la hK2
durant la purificaci6. També podria deure’s a un procés d’autoproteolisi del PSA, en

quant que el PSA és una serin-proteasa.
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5.11.4. Caracteritzacio glucidica del PSA purificat, comparada amb el PSA

purificat de plasma seminal

Les estructures glucidiques del PSA purificat de les diferents condicions de cultiu
s’han analitzat i presenten el mateix patrd. Per tant, sembla que es podria adoptar el
protocol de cultiu sense FBS i amb DHT si s’hagués de produir i purificar més PSA
de medi de cultiu, donada la seva millor eficiéncia.

Una part del PSA purificat de medi de cultiu de cél-lules LNCaP s’analitzara amb
assaigs immunologics de deteccié amb lectines, molécules que reconeixen diferents
estructures glucidiques. La resta es porta al Departament de Bioquimica del
Glycobiology Institut de la Universitat d’Oxford per a seqiienciar-ne les estructures
glucidiques.

Es disposa de PSA purificat de plasma seminal de donant sa (Lee Scientific,
EEUU), que s'utilitzara en la comparacié de les corresponents estructures glucidiques
del PSA purificat de medi de cultiu de cel-lules LNCaP (tumoral).

Nom Especificitat Glicoproteines control
AAA | L-Fuca + GIcNAc Eritropoietina
DSL | GalR(1-4)GlcNAc R(1-6)Man o GalR(1-4)GIcNAc R(1-2) Man Asialofetuina

ECL | GalR(1-4)GIcNAc o GalR(1-4)GalNAc Asialofetuina

LEL | GalR(1-4)GIcNAc B(1-3),GalR(1-4)GIcNAc Eritropoietina
MAA | Sia(a2-3) GalR(1-4)Glc o Sia(a2-3) GalR(1-4)GIcNAc Fetuina

SNA | Sia(a2-6)Gal o Sia(a2-6)GIcNAc o Sia(a2-6)GalNAc Fetuina

STL | GIcNAc Eritropoietina

Taula 11.4: Lectines utilitzades en el present treball per a la caracteritzacio de les estructures
glucidiques. S’hi indiquen els corresponents controls positius utilitzats.

Bélanger i col. (1995) i Okada i col. (2001), descriuen una cadena majoritaria de
N-glicosilacio del tipus biantenaria amb acid sialic unit a2-6 a la galactosa final de les

dues ramificacions glucidiques, i amb la preséncia de fucosa al-6 unida a I'N-

acetilglucosamina del nucli principal. Pel que fa al PSA secretat per les cél-lules de la

163



GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

linia cel-lular de cancer de prostata LNCaP, només es mneix que presenta una
cadena oligosacarida de tipus bi i triantenaria (Prakash i Robbins, 2000). Donada la
informacid previa sobre la glicosilacié del PSA de plasma seminal, s’escullen les
lectines utilitzades per a la deteccio (taula 11.4).

Amb aquestes mostres de PSA purificat de plasma seminal i de medi de cultiu de
cél-lules LNCaP, s’ha dut a terme un ELISA directe de deteccid d’estructures

glucidiques amb les lectines Ilistades a la taula 11.4 (fig. 11.20).
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Figura 11.20: ELISA directa de deteccio d'estructures glucidiques amb lectines de mostres
de PSA purificades de plasma seminal i de medi de cultiu de cél-lules LNCaP. Les lectines
utilitzades es troben marcades amb fluoresceina (FL) o amb digoxigenina (Dig).

Tal com es pot observar en la figura anterior, la lectina que detecta acid sialic a2-
6, la SNA-Dig, només és positiva clarament per a la mostra de PSA purificat de
plasma seminal i no pel PSA purificat de medi de cultiu de cél-lules LNCaP. Aquests
resultats s’adiuen amb els trobats amb les lectines ECL-FL i DSL-FL, que detecten
I'estructura Galb1-4GIcNAc, sempre que aquesta no acabi en acid sialic. Aquestes
lectines nomes reconeixen el PSA purificat de medi de cél-lules LNCaP. El fet que la

lectina ECL serveixi com a indicador de I'abséncia d’acid sialic, s’ha corroborat en
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tractar mostres de PSA de plasma seminal i de serum d’'un pacient de neoplasia
prostatica, que contenen acid sialic, amb la sialidasa genérica de Clostridium perfringens, i
s’ha confirmat que les mostres tractades son detectades amb la lectina ECL.

Pel que fa a les diferéncies trobades en la proporcié de fucoses entre el PSA
d’aquestes dues mostres, la lectina AAA-Dig presenta una resposta lleugerament
superior sobre la mostra de PSA de cel-lules LNCaP que sobre la de plasma seminal.

S’observen diferéncies importants entre les dues mostres de PSA quan s'utilitzen a
I'assaig les lectines LEL i STL. Ambdues lectines estan relacionades amb la detecci6
d’estructures riques en GIcNAc. Segons els resultats obtinguts, la mostra de PSA
purificada de plasma seminal conté més monosacarid GICNAC a les seves estructures

glucidiques, que la mostra de PSA purificada de medi de cultiu de cél-lules LNCaP.

Aquestes mostres purificades també s’assagen per transferéncia tipus western amb
deteccid per lectines (fig. I1. 21), utilitzant la SNA, 'AAA i 'ECL, per a determinar
les diferéncies més importants en contingut de fucoses i acid sialic que s’han descrit
després de I'assaig d’ELISA anterior. Només s'utilitzen aquestes lectines perque la

resta presenten un soroll de fons important en assaigs del tipus transferéncia western.
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Figura 11.21: Transferéncia tipus western amb deteccid de les estructures glucidiques per
lectines: SNA, AAA i ECL, sobre mostres de PSA purificat de medi de cultiu de cel-lules
LNCaP i de plasma seminal.

Com es pot observar a la figura anterior es corroboren els resultats observats en
'ELISA anterior. Existeixen diferencies molt importants en el contingut d’acid sialic,
nomeés present en el PSA de plasma seminal, i en el contingut de fucoses, observades
principalment a la mostra de PSA purificat de medi de cultiu de cel-lules LNCaP.
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Pel que fa als resultats extrets de la sequenciacid glucidica (taula I1.5), les
estructures glucidiques del PSA purificat de LNCaP sén neutres, no presenten acid
sialic, i contenen fucoses. Les fucoses trobades son al nucli (o core) en gairebé totes
les estructures glucidiques, pero també es troben fucoses unides a les branques més
externes per un enlla¢g al-2 a residus de galactosa, aquesta estructura correspon a
I'epitop glucidic H2. També s’ha trobat que la proporci6 d’estructures glucidiques del
PSA de medi de cultiu de cél-lules LNCaP que contenen el monosacarid GalNAc és
del 65% (Peracaula i col., 2003b).

Els resultats s’adiuen amb els obtinguts en la deteccié amb lectines, perqué la
glicosilacio del PSA purificat del medi de cultiu de les cel-lules LNCaP era detectada

per la lectina AAA, que detecta fucoses i per la lectina ECL que detecta I'estructura
Galb1-4GIcNAc quan no presenta acid sialic unit. A més, no presenten reaccio
positiva amb la lectina SNA, que detecta la presencia d’acid sialic a 2-6.

La important preséncia de fucoses al-2 es correlaciona amb els resultats de

Chandrasekaran i col. (2002), que observen l'activitat de I'al,2-L-fucosiltransferasa a
les cél-lules LNCaP.

Les estructures glucidiques trobades al PSA purificat de plasma seminal son
biantenaries complexes i contenen glicans mono o disialilats, amb acid sialic unit per
enllacos a2-3 i a2-6. Aproximadament un 25% de les estructures glucidiques
contenen GalNAc. La fucosa unida al nucli (o core) només és present en un 83% de
les estructures (Peracaula i col., 2003b). Aquests resultats amplien els descrits per
Bélanger i col. (1995) i corroboren els obtinguts per deteccio amb lectines, ja que la
SNA detecta la preséncia clara d’acid sialic en aquesta mostra i 'AAA detecta la
presencia de fucoses. En aquest PSA de plasma seminal hi ha menys estructures
fucosilades i sempre al nucli, a diferencia del PSA del medi de cultiu, que presenta
més estructures amb el monosacarid fucosa unit, dins i fora del nucli glucidic.

L’analisi de la glicosilacio del PSA purificat de plasma seminal i del purificat de
medi de cultiu de les cél-lules LNCaP mostra importants diferéncies en les seves
estructures glucidiques. Els sucres del PSA d’ambdds origens son del tipus complex

biantenari i es diferencien en els continguts de GalNAc, acid sialic i fucosa, cosa que
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porta a que presentin estructures glucidiques diferents (Peracaula i col., 2003b). Un

resum de les estructures diferencials es presenten a la taula I1.5.

PSA de Plasma seminal [PSA de medi LNCaP
Acid sialic Sl NO
Fucosa al-6GIcNAc (nucl) | 83% dels glicans >83% (gairebé tots)
Fucosa al-2 (fora del nucli) | NO 10-15% dels glicans
GalNAc 25% dels glicans 65% dels glicans

Taula 11.5: Taula resum de les principals diferéncies glucidiques entre el PSA purificat de
plasma seminal i el purificat de medi de cultiu de cel-lules LNCaP.

D’aquests resultats s’extreu que el PSA es troba diferentment glicosilat quan és
secretat per cél-lules tumorals. Aixo obre la possibilitat de que aquestes diferencies
glucidiques puguin trobar-se al PSA séric de pacients de cancer de prostata i ser Utils

en la millora del diagnostic d’aquest tipus de tumor.

5.12. Desenvolupament de metodes per a la caracteritzacio

glucidica del PSA de fluids biologics, sense purificacio préevia
Donats els resultats obtinguts en la caracteritzacio glucidica del PSA purificat de

plasma seminal i de medi de cultiu de cél-lules LNCaP, on s’observen diferencies
significatives en el contingut d’acid sialic, fucoses i GalNAc, es planteja el
desenvolupament de métodes de caracteritzacio i deteccié d’estructures glucidiques
del PSA de diferents fluids biologics, sense purificar-lo préviament. D’aquesta
manera es caracteritzen les estructures glucidiques del PSA de plasma seminal, de

medi de cel-lules LNCaP i de serum de pacients afectats de neoplasia prostatica.

5.12.1. Caracteritzacid glucidica del PSA amb métodes immunoldgics

En una primera aproximacio, s’avalua la deteccié de la glicosilacio del PSA per
ELISA, sense haver d'immunoprecipitar la proteina abans. Primer es porta a terme la
captura del PSA i després, la deteccid dels glicans mitjancant lectines. Aquest
protocol es realitza sobre mostres de plasma seminal de donant i sobre medi de cultiu
de cél-lules de carcinoma prostatic LNCaP.
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Aquestes mostres biologiques presenten un contingut alt de PSA, el plasma
seminal de donant sa conté de 0.5-3 mg/mL de PSA lliure (Diamandis, 1998) i el
medi de cultiu de cél-lules de carcinoma prostatic LNCaP concentrat conté entre 1-
2nmg/mL de PSA lliure.

Tenint en compte els resultats de la caracteritzacidé glucidica del PSA purificat
s’han escollit tres lectines a I'hora d’assajar les mostres sense purificar: la SNA, que
detecta I'acid sialic a2-6, la lectina ECL, que reconeix les estructures Galbl-
4GIcNAc o Galbl-4GalNAc i la lectina AAA, que detecta les fucoses, tant les

presents al nucli com a les ramificacions de I'estructura glucidica.
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Figura 11.22: Grafics dels ELISAs de deteccid destructures glucidiques del PSA amb
lectines sense purificacié prévia. a) Lectina AAA marcada amb digoxigenina (Dig), b) Lectina
SNA marcada amb digoxigenina (Dig) i ¢) Lectina ECL marcada amb fluoresceina (FL).

Tal com s’observa a la figura 11.22, la presencia de fucoses es detecta en el PSA
capturat de les dues mostres, pero és lleugerament superior per al PSA de medi de
cél-lules LNCaP. L’acid sialic es troba només al PSA de plasma seminal, detectant la

seva presencia amb SNA-Bi. Amb la lectina ECL-FL es corrobora I'abséncia d’acid
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sialic al PSA del medi de cultiu de LNCaP, detectant-se les estructures neutres

Galb1-4GIcNAc i Galb1-4GalNAc.

Quan aquest assaig s’ha dut a terme amb mostres seriques s’ha observat un
important soroll de fons degut a que el PSA es troba en una concentracié molt baixa
en serum i que aquest és molt ric en proteines. Per aquest motiu, S'estableixen
diferents aproximacions per a enriquir en PSA les mostres sériques i evitar
interferencies o falsos positius deguts a reaccions inespecifiques de les lectines amb
d’altres glicoproteines presents.

En primer lloc es duu a terme el tractament de les mostres amb un compost
nucleofilic, I'etanolamina, que facilita el trencament del complex entre el PSA i I'al-
antiquimiotripsina (PSA-ACT), (Peter i col., 2001). Aix0 permetra I'estudi de la
glicosilacio de tot el PSA present a serum: el lliure i el que estava préviament unit a
ACT, i evitar la preséncia de I'’ACT, que també és una glicoproteina (Laine i col.,
1991). La captura d’aquest PSA es realitza per immunoadsorcié indirecta especifica
per a PSA lliure, per a la que s'utilitzen anticossos d’elevada afinitat, evitant reaccions

inespecifiques amb d’altres proteines.

Immunoadsorcid indirecta de PSA sequida de transferéncia tipus western i

deteccid per lectines

Un dels assaigs immunologics per a la deteccid de la glicosilacio del PSA lliure és
la immunoadsorcié indirecta de PSA procedent de diferents mostres biologiques,
seguida de transferéncia tipus western i deteccid per lectines.

L'aplicacié d'una immunoadsorcié indirecta prévia a la deteccid glucidica,
mitjancant les lectines SNA, AAA i ECL, permet un enriquiment de les mostres en

PSA, disminuint el seu contingut total de proteines.

Pel que fa a la detecci6 de la glicosilacio (fig. 11.23), s'observen diferéncies en la
preséncia d’acid sialic, detectat mitjangant la lectina SNA-BI. Es detecta la preséncia
d’aquest monosacarid a les mostres de PSA de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica i de plasma seminal de donant sa, pero no se’n detecta a la mostra de medi
de les cel-lules LNCaP.
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Figura 11.23: a) Resultats de les transferéncies tipus western després d'immunoprecipitar
diferents mostres que contenen PSA lliure després d’un tractament amb etanolamina. EI PSA
control és PSA purificat de plasma seminal (Lee Scientifics, EEUU). Les lectines utilitzades
es troben marcades amb biotina (Bi) o fluoresceina (FL). b) Intensitat de banda detectada
per lectines relativa a la intensitat de banda detectant la part proteica del PSA.

Es detecta la presencia de fucoses, amb la lectina AAA-BI, a totes les mostres
assajades (fig. 11.23a), amb una intensitat de banda lleugerament superior per LNCaP
que per a la resta, quan les quantitats de PSA assajades son iguals.

Per la lectina ECL-FL, que detecta I'estructura Galbl-4GIcNACc, els resultats
mostren una banda clara corresponent al PSA del medi LNCaP. Per a la mostra de
PSA de serum d’un pacient de neoplasia prostatica es detecta una banda febla (veure
fletxa de la figura 11.23). Aix0 indicaria que el PSA del serum d’un pacient de
carcinoma prostatic, pel que fa a la glicosilacio, conté majoritariament el PSA sialilat,
present en situacié normal (com el de plasma seminal), perd també estructures que
reaccionen amb ECL (com les presents a LNCaP).

Immunoadsorcié indirecta amb doble marcatge sequida d’ELISA i deteccidé per

lectines
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Un altre assaig immunologic per a detectar la glicosilacié del PSA és un ELISA de
captura de PSA immunoabsorbit, seguit d’'una deteccié mitjangant lectines. Per tal de
combinar el protocol d'immunoadsorcio indirecta amb la deteccio per ELISA cal un
anticos contra PSA lliure doblement marcat, amb digoxigenina i biotina; la
digoxigenina per a I'elucié especifica i la biotina per a unir la mostra de PSA a una
placa d’ELISA folrada d’estreptavidina (fig. 11.24). Aquest doble marcatge redueix el
nombre d’anticossos que s’haurien d’utilitzar i, per tant, els falsos positius per
reaccions creuades entre ells. Aquest assaig, pero, presenta I'inconvenient d’haver de
bloguejar les microesferes magnétiques folrades d’estreptavidina per a evitar que
I'anticos doblement marcat s’hi uneixi per la biotina, d’aqui que la concentracié de
biotina per al bloqueig sigui molt critica.

Figura 11.24: Esquema del protocol d'immunoadsorcid indirecta amb doble marcatge
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seguida per ELISA amb detecci6 per lectines. S’hi indica la nomenclatura simplificada dels
anticossos i lectines utilitzats.

D’entre totes les lectines testades amb aquest métode (taula 11.4), la que sembla
mostrar diferéncies mes importants sense donar falsos positius és I'ECL-FL. D’aqui
que els assaigs sobre mostres seriques es realitzin amb aquesta lectina, pero amb més
quantitat de PSA per a assegurar-ne les diferéncies.
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Figura 11.25: Grafic d’'ELISA de deteccié d’estructures glucidiques del PSA amb la lectina
ECL-FL amb immunoprecipitacié indirecta amb doble marcatge de mostres de medi de
cultiu de cel-lules LNCaP, de plasma seminal i de serum d’un pacient de neoplasia prostatica
(PCa A) i d’'un pacient control sa.

Segons els resultats presentats a la figura 11.25, sembla que el PSA séric d’un
pacient de carcinoma prostatic és més proper, quant a la glicosilacid, al PSA de
plasma seminal de donant que al de medi de cultiu de cel-lules LNCaP. Malgrat aixo,
presenta certa reactivitat amb ECL, més caracteristica de la situacié tumoral. Aixo
corrobora els resultats presentats per a I'assaig de transferencia tipus western anterior.

L’inconvenient d’aquest assaig €s que es necessaria una quantitat de PSA de com
a minim 400ng, per a que I'ECL-FL sigui prou sensible, i les mostres de serum de
pacients afectats de carcinoma prostatic no sempre presenten concentracions de PSA
elevades. Seria interessant establir un métode que permetés millorar el diagnostic del
carcinoma prostatic a la ‘zona gris’, entre 4 i 10 ng/mL de PSA total. El fet de
necessitar quantitats elevades de PSA, dificulta I'establiment d’aquest assaig com a
rutinari o extendre’l a I'estudi de més mostres seriques.

Immunoadsorcio indirecta sequida d’ELISA de captura per lectines

Per tal de disminuir la quantitat de PSA necessari per a la deteccid de les seves
estructures glucidiques s’estableix una modificacio del protocol d’ELISA anterior: la
immunoadsorcid es simplifica, s'utilitza I'establerta per al protocol de transferéncia
tipus western, i la captura és amb lectines marcades amb biotina. D’aquesta manera
es detecta el PSA que contingui les estructures capturades per les lectines AAA-Bi i
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SNA-BI, malauradament no es disposa de la lectina ECL-Bi. Com que hi ha una
immunoadsorcid prévia per PSA s'eviten els falsos positius pel fet de capturar

proteines de la mostra que continguin acid sialic o fucoses i no siguin PSA (fig. 11.26).
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Figura 11.26: Esquema del protocol d'immunoadsorcio indirecta seguida d’ELISA per
captura amb lectines. S’hi indica la nomenclatura simplificada dels anticossos utilitzats.

A la figura 11.27 s’hi representen els resultats d’aquest assaig. Es detecta acid sialic
principalment a les mostres de plasma seminal i de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica (PCa A), de manera que es corroboren els resultats obtinguts anteriorment,
pero utilitzant només 25 ng de PSA lliure. Amb aquest assaig no es podria diferenciar
clarament el PSA d’una situacié normal (plasma seminal de donant) del PSA d’una

situacié tumoral (sérum d’un pacient de neoplasia prostatica).
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Figura 11.27: Grafic d’ELISA de deteccid d’estructures glucidiques del PSA per captura amb
les lectines SNA-Bi i AAA-Bi amb immunoprecipitacié indirecta previa, de mostres de medi
de cultiu LNCaP, de plasma seminal i de serum d’'un pacient de neoplasia prostatica.

La detecci6 feble d’acid sialic a la mostra de PSA de medi de cél-lules LNCaP no
s’havia observat anteriorment, pot ser deguda a una lleugera reaccio inespecifica amb
alguna proteina sialilada present. Podrien sr traces d’ACT unides al PSA capturat
perqué, tal com han observat altres autors (Corey i col., 1998; Wu i col. 1998), les
cél-lules LNCaP produeixen baixes concentracions d’ACT i, si es cultiven amb FBS,
també hi ha ACT bovina present al medi de cultiu. A més, 'ACT es troba
abundantment sialilat (Laine i col., 1991).

Pel que fa a les fucoses, se'n detecta la preséncia a totes les mostres, essent més
important la seva presencia a la mostra de PSA de medi de cel-lules LNCaP. Pero
s'observen falsos positius en utilitzar-la sobre el serum d’un pacient control sense
PSA.
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5.12.2. Caracteritzacio glucidica del PSA per activitat sialiltransferasa

L’assaig d'immunoadsorcié lligada a activitat sialiltransferasa (GISA) permet
quantificar el grau de sialilacio d’una glicoproteina utilitzant la capacitat de marcatge
d’una sialiltransferasa que reconeix especificament un residu terminal d’'una cadena
de carbohidrats. D’aquesta manera també es podrien diferenciar les formes mono i

disialilades.

El fet que una de les possibles diferencies detectades en la glicosilacio del PSA en
situacié normal i tumoral sigui la preséencia d’acid sialic, planteja la utilitzacié d’un
assaig GISA.

Una modificacio d’aquest assaig GISA, establert per Poon i col. (2002) que
I'apliquen a I'estudi de I'a-fetoproteina, detecta el grau de sialilacié del PSA. Aquest
grau depén dels terminals que presentin les seves cadenes, és a dir, a una cadena
biantenaria disialilada no s’hi podra unir més acid sialic, mentre que en una
monosialilada o neutra si. El fet que el nou acid sialic estigui marcat amb fluoresceina
permetra diferenciar-lo de I'acid sialic propi. A més, en capturar especificament les
molécules de PSA presents en una mostra biologica, mitjangant anticossos especifics,

es pot saber I'index de sialilacio del PSA d’una mostra concreta (fig. 11.28).
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Figura 11.28: Esquema de I'assaig GISA utilitzat.

En una primera aproximacio es van testar mostres de PSA de plasma seminal i de
medi de cél-lules LNCaP (fig. 11.29) i els resultats mostren una diferéncia molt
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important en el grau de sialilaci6. Al PSA lliure de plasma seminal gairebé no s’hi
afegeix acid sialic nou, ja que les seves estructures son biantenaries di i
monosialilades. Mentre que al PSA lliure del medi de cél-lules LNCaP la resposta es
més important en augmentar la quantitat de PSA assajat, perque les seves estructures
glucidiques son neutres i presenten terminals que poden ser sialilats. Aixo indica que
el PSA de medi de cultiu de cel-lules LNCaP no presenta acid sialic, que se n’hi pot
unir de nou, i que aquesta unio és depenent del PSA capturat pels anticossos.

Aquests resultats corroboren els observats anteriorment per ELISA i transferéncia
tipus western de deteccio de sucres amb lectines. Sobretot pel que fa a que la lectina
ECL-FL, que detecta les estructures Galbl-4GIcNAc, a les que pot unir-se I'acid
sialic, i detecta principalment el PSA del medi de cultiu de cel-lules LNCaP. També
s'adiuen amb les estructures glucidiques del PSA purificat de plasma seminal i de
medi de cél-lules LNCaP determinades en aquest treball i observades sobre plasma
seminal per Bélanger i col. (1995).
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Figura 11.29: Assaig GISA amb mostres de PSA de plasma seminal i medi de cél-lules
LNCaP.

Mostres sérigues immunoprecipitades
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Aquest assaig es testa amb mostres de serum de pacients de carcinoma prostatic i
de pacients control perd, igual que amb els assaigs immunologics anteriors, I'elevada
concentracio de proteines del serum pot portar a falsos resultats al GISA. Per aquest
motiu es porta a terme una immunadsorcid indirecta (amb I'anticos anti-PSA total
marcat amb digoxigenina), seguida d’un tractament amb etanolamina 2M per a
trencar el complexe PSA-ACT i detectar només la sialilacio del PSA lliure, evitant aixi

els falsos positius deguts a la sialilacio propia de I'ACT.

Figura 11.30: Assaig GISA amb mostres de PSA de plasma seminal, de medi de cél-lules
LNCaP i de serum d'un pacient de neoplasia prostatica (PCa A).
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Dels resultats presentats a la figura 11.30, es desprén que el PSA lliure
immunoprecipitat de serum de PCa A presenta un nivell de sialilacio similar al del
plasma seminal de donant sa. Segons aquests resultats, les estructures glucidiques del
PSA d’un pacient de neoplasia prostatica serien més properes, quant a acid sialic, al
que presenta el plasma seminal (situacio normal) que al que presenta la situacio
tumoral (medi de LNCaP). Per a I'assaig de GISA no és necessaria tanta quantitat de
PSA, amb menys de 50ng de PSA lliure és suficient.

Aixi doncs, amb aquest assaig de GISA no es podria diferenciar clarament una

situacié normal d’una tumoral. Tanmateix, seria interessant comparar el PSA séric de
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diferents pacient afectats d’hiperplasia benigna de prostata amb el de diferents

pacients afectats de neoplasia prostatica per tal de contrastar aquest comportament.

Mostres serigues prepurificades per cromatografia d’interacci6 tiofilica

Un altre tractament al que s’han sotmes les diferents mostres biologiques que
contenen PSA és tractar-les préviament per una cromatografia d’adsorcio tiofilica.
Aquest proces permet reduir el contingut en proteina total sense disminuir el
contingut en PSA i separar el PSA lliure del PSA unit, per a caracteritzar-ne els nivells

de sialilacié independentment (fig. 11.31).
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Figura 11.31: Assaig GISA amb mostres de PSA de plasma seminal, de medi de cél-lules
LNCaP i de serum d'un pacient de neoplasia prostatica (PCa A), tractades previament per
adsorcio tiofilica.

L’analisi GISA dels nivells de sialilacié de les estructures glucidiques del PSA
tractat per adsorcio tiofilica mostren resultats similars als obtinguts per GISA de
mostres tractades per immunoadsorcié indirecta. Es a dir, el PSA del medi de cultiu
de cél-lules LNCaP no es troba sialilat i el PSA de plasma seminal presenta acid sialic
a les seves estructures glucidiques.

Pel que fa a les mostres seriques, en aquest cas s’han analitzat els pics de PSA unit

i lliure per separat, tot i que el PSA unit ha estat tractat amb etanolamina i ja no es
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troba unit a I’ACT. Segons els resultats observats, el PSA lliure presenta més llocs de

possible sialilacié que el PSA que havia estat unit a I'ACT.

Aix0 ha permes portar a terme una caracteritzacio glucidica de diferents mostres
que contenen PSA després de cromatografiar-les per adsorcio tiofilica, mitjancant un
assaig GISA (fig. 11.32).

Les mostres analitzades seguint aquest protocol de pre-purificacié sén: plasma
seminal, medi de cultiu de cél-lules LNCaP, séerums de pacients de carcinoma
prostatic, de BPH i un serum control d’un individu sa. Entre els sérums de pacients
afectats de carcinoma prostatic s’hi inclou el sérum ric en PSA (PCa A), separat
mitjancant cromatografia d’adsorcié tiofilica en un pic de PSA lliure i un de PSA
complex. També s’hi inclouen 2 serums de pacients diagnosticats de carcinoma
prostatic PCa B i PCa C, amb 100 i 20ng/mL ¢ PSA total, respectivament. Un
serum control que no conté PSA total i el d’'un pacient amb BPH (BPH A) que conté
menys de 10ng/mL de PSA total.

Després del protocol d’adsorcio tiofilica es quantifica el PSA total obtingut. De
totes les mostres hi ha suficient PSA per a caracteritzar-ne les estructures mitjangant

GISA, excepte per a la mostra de serum d’un pacient de BPH (menys de 5 ng).
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Figura 11.32: GISA de deteccid de sialilacio del PSA sobre mostres de medi de cultiu
LNCaP, de plasma seminal i de serum de pacients de neoplasia prostatica, de BPH i control.

Com es pot observar a la figura, sembla que el potencial de sialilacié del PSA lliure
és lleugerament superior al del PSA unit, cosa que ja s’havia observat anteriorment.
Pero a causa dels continguts en PSA dels serums PCa B i PCa C, no s’han pogut
separar els pics de PSA lliure i unit per a intentar corroborar el mateix comportament
que PCa A.

El grau de sialilaci6 de les mostres de PSA seric de pacients de neoplasia
prostatica és molt proper al del plasma seminal de donant, perd lleugerament
superior a aquest. Es a dir, sembla que el PSA séric de pacients de neoplasia
prostatica presenta una major proporcid d’estructures susceptibles d’ésser sialilades
respecte del PSA de plasma seminal. Pel que fa al PSA de medi de cultiu de cél-lules
LNCaP, també es confirmen els resultats obtinguts, que mostren un potencial de

sialilacié molt elevat.

Dels resultats de tots aquests assaigs se n’extreu que la glicosilacio del PSA
d’origen tumoral secretat per les cel-lules LNCaP i el procedent del serum d’'un
pacient afectat de neoplasia prostatica (PCa A) son diferents. Es a dir, que pel que fa
a la glicosilacié del PSA, les cel-lules LNCaP no serien un bon model de la situacio

tumoral real en pacients de neoplasia prostatica.

En estudis previs de glicosilacio del PSA s'observa que Sumi i col. (1999), que
estudien la glicosilacio del PSA per cromatografies consecutives amb diferents
lectines, detecten sobre PSA lliure extret de teixit de BPH i de cancer de prostata, que
I'estructura complexa, multiantenaria amb GIcNAcbl-4Man esta augmentada en
cancer de prostata. També detecten que I'estructura biantenaria complexa amb o
sense Fuc unida a GIcNAc es troba disminuida en cancer de prostata. Amb aixo
suggereixen que l'alteracio dels N-glicans del PSA durant I'oncogéenesi podria servir
com a eina diagnostica pel cancer de prostata.

En el seu treball sobre detecci6 de glicosilacié per lectines sobre teixits de cancer
de prostata, de prostata normal i de BPH, Arenas i col. (1999), conclouen que el
desenvolupament d’un carcinoma prostatic s’associa amb un augment dels residus de

Gal, i que alguns d’aquests residus estan emmascarats per acid sialic o grups sulfat.
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També observen que la quantitat de residus d’acid sialic a2-6 (reconeguts per la
lectina SNA) és similar a la trobada en prostata normal i BPH, i que pertany a
estructures glucidiques amb unié de tipus O. En canvi, els residus d’acid sialic a2-3
(reconeguts per MAA) corresponen a glicoproteines amb unid N als residus de Gal i
els observaren augmentats en cancer de prostata. Pel que fa als residus de fucosa,
aquests autors observen un marcatge per UEA Ulex Europaeus agglutinin lectin,
Vector, EEUU) i AAA moderat a teixit normal, intens a BPH i molt intens a cancer
de prostata.

Aquests estudis son dificils de comparar amb els resultats observats en el present
treball ja que la naturalesa de I'aproximacié sobre fluids biologics és dificilment

comparable amb les observacions sobre teixits.

Existeix un estudi preliminar de glicosilacié del PSA en mostres sériques on Barak
i col. (1989) observen diferéncies significatives entre les taxes d’uni6 del PSA a ConA
entre pacients de cancer de prostata i BPH. Recentment, Basu i col. (2003),
recuperant aquest estudi, han determinat que valors per sobre de 3ng/ml de
contingut glucidic, en un precipitat per interaccio de la lectina genérica ConA (que
detecta Mana i Glca) combinat amb concentracions de PSA séric, son indicatius de
malignitat. D’aqui, suggereixen que aquest valor de contingut glucidic podria
diferenciar el cancer de prostata de la BPH. Tanmateix, altres grups (Marrink i col.,
1992; Pelt i van Deieijen, 1992) no les han observat. Per tant, la taxa d’unié del PSA
séric a la lectina ConA no seria un marcador tumoral Gtil, segurament degut a que
detectant la glicosilacid del PSA seric, estan detectant principalment PSA-ACT i
I’ACT esta altament glicosilat.

5.13. Electroforesi bidimensional amb deteccid per transferéncia
tipus western

Algunes de les mostres pre-purificades per adsorcio tiofilica s’han caracteritzat per
electroforesi bidimensional. Emprant aquest métode se separen les proteines segons
dos criteris, el primer depenent del punt isoeléctric (pl) de la proteina i el segon per la
seva massa molecular.

Quan una proteina conté acid sialic a les seves estructures glucidiques, el pl es

troba desplacat cap a pH acid. Per tant, I'aproximacié per electroforesi bidimensional
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també permetra caracteritzar indirectament la glicosilacié de diferents mostres de
PSA.

Les propietats que contribueixen a la separacio en glicoformes al llarg d’'un
gradient de pl és complexe i multifactorial i dificil d’interpretar assignant a cadascuna
d’elles modificacions Uniques de la glicoproteina (Packer i col., 1998).

Pel cas concret del PSA, a més de la glicosilacid, s’ha de tenir en compte la
preséncia de formes trencades (icked), a les que manquen aminoacids, i que es
trobaran a un pH més acid i amb un pes molecular diferent segons el nombre
d’aminoacids escindits (Charrier i col., 1999). També s’ha d’avaluar la presencia de les
diferents formes de proPSA, que presenten un punt isoelectric (pl) diferent depenent
dels aminoacids alliberats. Aixi, la forma —7pPSA presenta un pl teoric de 7.91, les
formes de la—6pPSA a la—2pPSA de 7.7 i el -1pPSA i el PSA actiu de 7.26.

Figura 11.33: Electroforesi bidimensional de PSA de plasma seminal i deteccio per
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transferéncia tipus western. La mostra s’ha tractat amb glicosidases: sialidases de Clostridium
perfringens (CPN) i de Streptococcus pneumoniae (NANI) i N-glicosidasa F de Flavobacterium
meningosepticum (PNGasa F).
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En una primera aproximacio, per a determinar les diferencies de corriment
electroforetic degudes a I'acid sialic, es tracta amb sialidases una mostra de PSA
purificat de plasma seminal. El tractament es duu a terme amb dues sialidases, una
purificada de Clostridium perfringens (CPN), que digereix els enllagos d’acid sialic a 2-6
i @a2-3, i I'altra originaria de Stretococcus pneumoniae i recombinant en E.coli (NANI),
que digereix només enllagos d’acid sialic a2-3.

A la figura 11.33 i a la taula 11.6 s’hi mostren els mapes bidimensionals de la
digesti6 amb sialidases comparada anb la mostra de PSA de plasma seminal no
tractada aixi com la quantificacio del percentatge d’intensitats dels diferents punts

observats a I'electroforesi bidimensional, respectivament.

% d’intensitat pl 6.4 pl 6.6 pl 6.9 pl 7.2 pl 7.4
Plasma seminal 5 18 43 27 6.5
+NANI - 9 42 38 9.8
+CPN - - - 29 71

Taula 11.6: Taula resum del percentatge d'intensitat dels punts obtinguts de I'electroforesi
bidimensional, de mostres de PSA purificades de plasma seminal digerides amb sialidases:
CPN (de Clostridium perfringens) i NANI (de Streptococcus pneumoniae recombinant a E.coli).

El PSA de plasma seminal presenta 5 formes majoritaries a pl 6.4, 6.6, 6.9, 7.2 i
7.4. El tractament amb NANI disminueix la intensitat de les formes situades a pH
acid, donant dos punts principals de pl 6.9 i 7.2 atribuibles a formes en les que
nomeés s’ha digerit I'acid sialic a 2-3.

Després de la digesti6 amb CPN desapareixen les formes més acides, de pl entre
6.4 i 6.9. Aquestes formes de pl acid es podrien, doncs, relacionar amb diferents
nivells de sialilacio i amb el tipus d’enllac a2-6 0 a2-3. Aix0 corrobora els resultats
observats per sequienciacié glucidica, que mostren la preséncia d’acid sialic amb unié

a2-3 ia2-6 al PSA de plasma seminal (Peracaula i col., 2003b).

Per tal de determinar que la digestio amb sialidases, en concret CPN, hagi estat
completa, la mostra de PSA de plasma seminal digerida es testa per ELISA amb
deteccio d’acid sialic per la lectina SNA i no s’observa deteccid. Aixi, com a resultat

de la digestié amb CPN, el PSA no conté acid sialic i, per tant, les formes a pl 7.2 i
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7.4 s6n neutres. La diferencia entre aquestes dues formes pot ser deguda a la
diversitat en les estructures glucidiques. Pero el fet que la digesti6 amb PNGasa
resolgui amb dues formes als mateixos pl, descarta aquesta possibilitat. Aixi doncs,
les diferencies entre les formes de pl 7.2 i 7.4 no s6n degudes a la N-glicosilacid, i
podrien ser atribuibles a una perdua d’aminoacids amb carrega positiva, com
suggereixen Zhang i col. (1995). Aquests autors també observen una certa
heterogeneitat en el cas del PSA de plasma seminal, on han descrit la preséncia de
formes trencades (nicked), algunes d’aquestes formes trencades presenten la mateixa
massa molecular per electroforesi a causa de la cohesié donada pels cinc ponts
disofre que presenta aquesta glicoproteina. També s’ha descrit la preséncia de PSA
inactiu al que manquen alguns aminoacids de I'extrem N-terminal en teixit prostatic
(Mikolajczyk i col., 2000). Tanmateix, Isono i col. (2002), sobre PSA purificat de
plasma seminal determinen diverses glicoformes en una electroforesi bidimensional,
perd no observen diferencies en els cinc primers aminoacids quan seqiiencien les
formes de PSA d’aproximadament 28kDa. Les diferéncies en el pl degudes a la
pérdua d’aminoacids les observen sobre formes de menys massa molecular. Tot i que

les perdues d’aminoacids podrien donar-se en d’altres punts de la molecula.

A partir d’aquests resultats es porta a terme la separacié per electroforesi
bidimensional de mostres tractades per cromatografia per interaccid tiofilica; plasma
seminal de donant, medi de cultiu de cél-lules LNCaP i serum de dos pacients de

carcinoma prostatic PCa A i PCa B (fig. 11.34).
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Figura 11.34: Transferéncia tipus western de deteccié de PSA després d’una electroforesi
bidimensional de mostres de PSA pre-purificades per adsorci¢ fofilica de plasma seminal,
medi de cel-lules LNCaP i serums de pacients de carcinoma prostatic (PCa A i PCa B).

Plasma seminal

El patr6 de punts de I'electroforesi bidimensional d’'un mostra de plasma seminal
pre-purificada per adsorcio tiofilica mostra els mateixos 5 punts entre pl 6.4 i 7.4
observats en la mostra pura (fig. 11.33) amb una forma majoritaria a pl 6.9 i d’altres
formes a pl inferiors que corresponen a formes amb acid sialic amb enlla¢ a2-3 i a2-
6. També s’hi observen les formes menys intenses de pl 7.2 i 7.4 que no es trobarien
sialilades (fig. 11.34).

El plasma seminal no conté formes pPSA donada I'eficiéncia de la conversié del
pPSA a PSA (Mikolajczyk i col., 2002).

Per electroforesi bidimensional, Charrier i col. (1999) observen que el PSA de
plasma seminal presenta 5 punts corresponents a isoformes de PSA intactes i que

conté, a mes, varies formes trencades de massa molecular entre 10 i 31kDa i de pl
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més acid. Aquestes formes es poden observar a la figura 11.33, perqué s’han utilitzat
quantitats de PSA més elevades que les de la figura 11.34. La preséncia de formes
trencades de PSA i I'abséncia de la forma unida PSA-ACT al plasma seminal és
descrita també per Qian i col. (1997) i Isono i col. (2002).

Medi de cél-lules LNCaP
La distribucié del PSA de medi de cél-lules LNCaP és molt diferent a la descrita

per plasma seminal. EI PSA del medi de cultiu presenta 4 formes a pl entre 7.2i 7.9.
Les formes majoritaries, de pl més basic (7.7 i 7.9), es corresponen amb els pl teorics
de dues formes de pPSA, -5pPSA i -7pPSA, respectivament. Aquesta distribucié
espacial, majoritariament a la zona basica, corrobora I'abséncia d’acid sialic entre les
estructures glucidiques del PSA del medi de cél-lules LNCaP. Mikolajcyk i col. (2002)
i Herrala i col. (1998) descriuen que el PSA del medi d’aquestes cel-lules es troba a pl
entre 6.8 i 8.2, valors també de la zona més basica.

Pel que fa a I'assignaci6 dels diferents punts observats sobre la mostra de medi de
cultiu de cél-lules LNCaP, aproximadament un ter¢ del PSA del medi de cel-lules
LNCaP es troba en forma —7pPSA, I'altre ter¢ correspon a la forma -5pPSA i l'altre
terc a la forma activa segons Véisanen i col. (1999). Aixo s'adiu amb les proporcions
observades a la taula 11.6, essent les formes de pl 7.9 i 7.7 les corresponents a les

formes pPSA i les 7.2-7.4 corresponents a la proteina activa.

Per isoelectroenfoc Visénen i col. (1999) comparen els punt isoelectrics (pl) de
les diferents formes del PSA purificat del medi de cultiu de cel-lules LNCaP i de
plasma seminal. Teoricament, I'arginina del propeptid del PSA pot causar un canvi de
pl entre la forma pro i la forma madura de PSA donat el seu caracter basic. Aquests
autors observen que el PSA madur presenta pl entre 6.3 1 7.5 i dues bandes de pl 8.2
i 8.4, bandes que desapareixen en tractar el proPSA amb hK2 i que correspondrien a
les formes -5 i -7 proPSA. Aquestes bandes més basiques no es detecten al PSA de
plasma seminal perque tot es troba en forma madura (pl entre 6.4 i 7.4). Huber i col.
(1995) eren capacos de detectar aquestes formes de pl al voltant de 8.3 en el medi de
cultiu de cél-lules LNCaP i en el serum de pacients de carcinoma prostatic, perd no

ho podien detectar en el serum de pacients de BPH.
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Per cromatoenfoc Wu i col. (1998) caracteritzen el PSA lliure purificat de plasma
seminal i purificat de medi de cél-lules LNCaP i determinen que el PSA del medi de
LNCaP presenta dos pics majoritaris més basics que el PSA de plasma seminal.

Aquestes observacions son confirmades per Herrala i col. (1998).

Els resultats obtinguts amb mostres de PSA de plasma seminal i de medi de cultiu
de cel-lules LNCaP s'adiuen amb les estructures descrites per a la proteina
anteriorment, per assaigs immunologics amb deteccid per lectines i per seqlienciacio
glucidica.

Serums de pacients de neoplasia prostatica

Les formes de PSA presents a les mostres dels dos serums son similars, pel que fa
als pl i a les intensitats. Tot i que a la mostra de PCa B se n'observen menys degut a
que el contingut total de PSA és menor que al serum PCa A. En aquest Ultim
s’observen 5 formes entre pl 6.4 i 7.4, amb tres de majoritaries entre 6.6 i 7.2.

La forma PSA-ACT es troba a serum en proporcions elevades, apareix a pl molt
acid, al voltant de 5, degut a I'elevada sialilacié de I'ACT (Laine i col., 1991) i presenta
una massa molecular de 90kDa (Charrier i col., 1999; Qian i col., 1997). Pero aqui no
s’observa aquesta forma unida perque, per tal d’augmentar el PSA lliure que es vol
caracteritzar, totes les mostres s’han tractat préviament amb etanolamina per a
trencar el complexe PSA-ACT.

Si es comparen les intensitats amb les observades sobre PSA de plasma seminal
(taula 11.7), s’observen poques diferencies entre aquestes mostres. Aixo s'adiu amb
les observacions prévies sobre el PSA d’ambdos origens caracteritzat per metodes
immunologics.

Tanmateix, el PSA de plasma seminal presenta una estructura majoritaria a pl 6.9 i
el PSA de serum de neoplasia prostatica presenta en proporcions similars una forma
sialilada a pl 6.9 i una de neutraa pl 7.2.

Charrier i col. (2001) descriuen els punts que observen sobre mostres de PSA de
serum de diferents pacients de cancer de prostata i detecten 3 formes majoritaries a
pl entre 6.6 i 7. Pel que fa a les formes trencades, en detecten menys a serums de
cancer de prostata que a serums de BPH i suggereixen que aquesta diferéncia podria

esdevenir un metode diagnostic. Tanmateix, Isono i col. (2002) no detecten formes
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de PSA de massa molecular menor a 32kDa en sérums de pacients de cancer de
prostata, encara que suggereixen que es deu a la sensibilitat del métode. EI mateix que
podria ocorrer en el present treball, perqué tampoc s’observen aquestes formes

trencades de PSA séric.

% d’intensitat pl 6.4 pl 6.6 pl 6.9 pl 7.2 pl 7.4 pl 7.7 pl 7.9
Plasma seminal 956 22822 42+£0.7 195%x1 6.7x1 - -
Medi LNCaP - - 9 23 31 37
PCa sérum A 7525 182 311 34+2 9+0.7 - -
PCa séerum B - 14.7 51.2 34 - - -

Taula 11.7: Taula resum del percentatge d’intensitat dels punts obtinguts de I'electroforesi
bidimensional, de mostres de PSA pre-purificades per adsorcio tiofilica de plasma seminal,
medi de cél-lules LNCaP i serums de pacients de carcinoma prostatic (PCa A i PCa B)
[s'indica el valor + la desviacio estandard sobre els assaigs realitzats per duplicat].

Per cromatoenfoc Huber i col. (1995) observen que la distribucié de pics del PSA
de medi de cél-lules LNCaP és similar a la del PSA de sérum de pacients afectats de
carcinoma prostatic i que es troba entre pl 7 i 8.3. En canvi, els isoenzims presents
en serums de pacients de BPH, es troben situats a la zona de pl més acid, entre 6.6 i
7.3. Després d'una digestio glicolitica amb I'enzim neuraminidasa, aquests autors
expliquen les diferencies de pl per la preséncia d’acid sialic a les mostres de serum de
pacients de carcinoma prostatic, de BPH i de medi de cel-lules LNCaP. Aquesta
darrera determinacio, sobre el PSA del medi de cel-lules LNCaP, no s’ha observat en
el present treball amb cap tipus de metode de deteccid de glicosilacio.

Les formes de pPSA descrites per Peter i col. (2001) al serum d’un pacient de
neoplasia prostatica es poden detectar en aquests assaigs d’electroforesi
bidimensional quan s'utilitza més quantitat de PSA. En concret, s’han observat en
assaigs previs algunes d’aquestes formes a pl 7.7 i 7.9. Aquestes formes podrien

correspondre’s a les descrites al PSA de medi de cél-lules LNCaP.
Diferents autors han realitzat estudis d’electroforesi bidimensional amb mostres

de teixit prostatic. Aixi, Ornstein i col. (2000) observen que el PSA de teixit de
neoplasia prostatica presenta pl més acids que el PSA present a llisats de cel-lules de
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la linia LNCaP, cosa que confirmaria també els resultats observats en el present
treball sobre els corresponents fluids.

Isono i col. (2002) descriuen les isoformes de PSA del teixit d’'un pacient de BPH i
observen que sén molt similars als detectats sobre el PSA de plasma seminal de
donant. Alhora, descriuen que les formes de PSA d’un llisat de cél-lules LNCaP son
molt similars a les detectades en mostres de serum de pacients de cancer de prostata;
contrariament als resultats observats per Ornstein i col. (2000) i en el present treball,
tot i que s'adiuen amb les observacions fetes per Huber i col. (1995).

A més, Isono i col. (2002) suggereixen que hi ha diferencies en la glicosilacio del
PSA entre la situacié normal i tumoral, observant els patrons d’isoformes d’aquesta
proteina per electroforesi bidimensional. Cosa que s’ha confirmat amb els resultats
del present treball on, malgrat existir similituds pel que fa al contingut d’acid sialic
entre el PSA d’ambdds origens, s'observen diferéncies pel que fa a les proporcions

entre les formes sialilades i les formes neutres.

Coneguts aquests resultats, es duu a terme la purificacié del PSA del serum d’un
pacient afectat de neoplasia prostatica del que se’n disposa en quantitat suficient i que
presenta concentracions de PSA elevades, per tal de determinar-ne les estructures
glucidiques.

5.14. Purificaci6 i caracteritzacié glucidica del PSA de sérum d’un

pacient de neoplasia prostatica
Recentment s’ha pogut purificar suficient PSA del serum d'un pacient de

neoplasia prostatica (PCa A), per poder determinar les seves estructures glucidiques
per sequenciacié glucidica. Aquest coneixement permetra validar les lleugeres
diferencies observades en la glicosilacié del PSA de plasma seminal i de serum d’un
pacient afectat de neoplasia prostatica i contrastar els metodes immunologics,

d’assaig enzimatic i d’electroforesi bidimensional utilitzats.
La concentracio de proteines al serum huma es troba entre 57 i 80 g/L, dels quals,

el 67% és albumina, el 17% sén immunoglobulines i la resta esta compost per unes

300 proteines diferents que s’hi troben a concentracions molt baixes (menys de 3.6
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g/L), (Gonzalez de Buitrago i col.,, 1998). Una d’aquestes proteines és I'antigen
prostatic especific (0 PSA).

El PSA es pot trobar en serum en dues formes: unida a un inhibidor de proteases
com l'al-antiquimiotripsina (0 ACT) o l'a2-macroglobulina (0 AMG); o en forma
lliure. S’ha descrit que la major part de la proteina es troba formant un complex amb
I’ACT (70-90%) i es parla de PSA total com la suma del PSA lliure i de I'unit (Ward i
col., 2001).
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5.14.1. Purificacio de PSA de serum d’un pacient de neoplasia prostatica

Les formes en que el PSA es pot trobar al serum, basicament en forma lliure o
unit a l'inhibidor ACT, s’han de tenir en compte a I’hora de plantejar una estratégia
de purificacio si es volen caracteritzar només les estructures glucidiques que presenta
el PSA lliure. S’ha de separar de I'ACT perqué aquesta es troba altament glicosilada
(Laine i col., 1991) i podria interferir en I'estudi.

Wu i col. (1995) estudien diferents métodes cromatografics per a separar el PSA
lliure i el complex PSA-ACT que es troben a sérum, i estableixen un serie de
cromatografies sequencials, primer una cromatografia d’intercanvi ionic després, per
separar-ne I'albimina sérica, una columna d’afinitat a la lectina Concanavalina A,
després per cromatoenfoc i, finalment separen el PSA lliure del complex purs per
cromatografia per gel-filtracié S-200, perqué el pes molecular del PSA lliure és al
voltant de 30kDa i el de I'unit a ACT és aproximadament 90kDa.

Hilz i col. (1999) caracteritzen les mostres de PSA seric després de purificar-lo per
immunoafinitat, seguida d’una cromatografia d’afinitat a proteina A i una altra per

gel-filtracio.

En la purificacidé portada a terme en el present treball no se segueixen aquestes
etapes cromatografiques perqué lobjectiu no és separar el PSA lliure del complex
PSA-ACT, siné purificar-lo tot, Iliure i unit. Aixi, el protocol establert per a la
purificacié del PSA séric se centra en la purificacié del PSA total mitjancant cinc
etapes cromatografiques. Després, es tracta en condicions alcalines, de manera que es
trenca el complex amb I’ACT i s’obté el PSA lliure. Aquest s’acaba de purificar per

immunoadsorcio especifica per PSA lliure.

Es parteix del serum PCa A (amb nivells de PSA total d’entre 1-2 ng/mL) del que
se’'n disposa de 34mL que provenen del Dpt. de Quimica de Proteines de Roche
Diagnostics (Penzberg, Alemanya).

Al llarg de la purificacio caldra tenir en compte que el PSA, en ser una serin-
proteasa, té la capacitat d’autodegradar-se si no es troba inhibida la seva activitat

enzimatica. Per tant, s’haura d’evitar aquest procés per a que no se’n vegi reduit el
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rendiment, treballant a baixes temperatures i no trencant el complex amb I'inhibidor
ACT fins al final del protocol de purificacio.

La quantificacio cel PSA llire i total al llarg de la purificacio es porta a terme
mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx amb anticossos especifics contra aquestes
dues formes de PSA.

Cromatografia per interaccié tiofilica

La primera etapa cromatografica consisteix basicament a eliminar de la mostra de
serum la proteina majoritaria, I'albimina. Aixo es porta a terme utilitzant una reina
d’adsorcié tiofilica (3S T-gel), basada en una adsorcié de proteines a un lligand
heteroalifatic que conté els grups sulfona i tioéter i que és promoguda per sals. Sota
unes condicions cromatografiques similars a les d'una cromatografia per
hidrofobicitat, permet la unié d'immunoglobulines i d’altres proteines, com el PSA,
perd no de les albumines seriques. EI 90% de les proteines presents al serum no
tenen afinitat per aquest gel i seran eliminades de la mostra després del procés
cromatografic. El protocol de purificacio s’ha portat a terme segons Kawinski i col.
(2002) que I'utilitzen per a I'estudi del PSA de diferents fluids biologics.

Proves préevies amb només 1mL d’aquest serum de pacient de neoplasia prostatica
mostren una separacio clara del PSA respecte de la resta de proteines de la mostra. El
PSA s’elueix en dos pics, un corresponent al PSA lliure i I'altre al PSA total, essent el
PSA lliure el que queda més fortament retingut a la reina (fig. 11.35). Aquestes
diferéncies s’observen clarament si s’analitzen els pics cromatografics per ELISA
sandvitx especifica per a la deteccié de PSA total i lliure. Aquesta distribucio ja havia
estat descrita per Kawinski i col. (2002). Aquests autors, a més, determinen les
diferents formes de PSA segons si es troba lliure o complexat amb diferents
inhibidors de proteases, en carregar les fraccions eluides de la columna en un gel

d’electroforesi en gradient d’acrilamida de 4-15%.
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Figura 11.35: Cromatograma de la prova de purificaci6 de PSA d’lmL de sérum d'un
pacient de neoplasia prostatica amb una reina d’adsorcid tiofilica.

Després d’aquesta prova prévia, es porta a terme la purificacié del PSA del serum
PCa A comengant amb una cromatografia d’adsorcid tiofilica.

Com es pot observar a la figura 11.36, gran part de la proteina total no queda
retinguda per la reina i, quan s’inicia el gradient, comenca a eluir-se el PSA. Donat
que la relacié entre la quantitat de proteina total i de reina no és optima, es podria
explicar que, en aquest cas, la separacié del PSA total i lliure en dos pics no sigui tan
clara.

Després de la separacié cromatografica, les fraccions positives per PSA, tant lliure

com total, s'uneixen, es dialitzen contra aigua milliQ i es liofilitzen.

193



GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

45 45
4 | —— abs280nm | 40
o~ ng/mL PSA total
35 | ™ 1 35
\
3 \ \ fl‘A\ [ 4 30
o

~ | | [
32.5 4 | AN j \ 1 25 =
E 2 /| , ! 1l 20 2
S \ A '{ | <
© / J \ %
N 15 | ‘\ { \1 / 1 1 15 E
« /
S ‘ \ / / Yool E
s 1 \/ h ! | 4 10 >
£ \ r | | €
<] \ / | |
o 05 | A \ 45
-<Q( ‘ \‘\“‘_" - \\. " l\_

0 ] T T T T T === — 0

0 50 100 15| 200 250 3 350 400 450
volum (mL)
Inici gradient tampé B 100% tampé B

Figura 11.36: Cromatograma de la purificacio de PSA de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica amb una reina d’adsorcio tiofilica.

Cromatografia d’afinitat amb cibacron-blue

El seguent pas de purificacié de PSA es realitza mitjancant una cromatografia
d’afinitat amb cibacron-blue. Aquesta permetra separar de la mostra les proteines que
no hi queden retingudes perqué el PSA hi queda fortament retingut i sera eluit al final
del procés cromatografic (fig. 11.37). D’aquesta manera també es pot eliminar
I'albimina que quedi després de la primera cromatografia, perqué aquesta proteina

queda retinguda per la reina de cibacron-blue, perd més feblement que el PSA.
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Figura 11.37: Cromatograma de la purificacié de PSA de sérum d’'un pacient de neoplasia
prostatica amb una reina d’afinitat a cibacron-blue.

Cromatografia d’afinitat amb proteina A

Després d’haver eliminat la proteina majoritaria del sérum, I'albimina, amb les
dues cromatografies anteriors, es porta a terme una cromatografia d’afinitat amb
proteina A per tal d’eliminar les immunoglobulines, que representen el 17% del
contingut proteic total del serum.

Aquesta cromatografia es basa en I'elevada afinitat que presenta la proteina A per
les immunoglobulines humanes, cosa que permetra separar-les de la mostra de serum
perque el PSA no hi queda retingut.

195



GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

4 T—|——abs280nm 40
351 ng/mL PSA total 135
o) \
7:/ 3{ ™ 130
s E
§2,5 1 T25 %
<
©
8 2 + 20 &
g -
S15- 115 E
2 2
2 1 1 T 10
0,5 - 15
\M
0 T T I L I L I O
0 10 20 30 40 50 60 70 80
volum (mL)
100% tamp6 B

Figura 11.38: Cromatograma de la purificacio de PSA de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica amb una reina d'afinitat a proteina A.

Tal com s’esperava, el PSA és eluit al pic inicial i les immunoglobulines queden
retingudes i sén eluides de la columna aplicant un tampd a pH acid que trenca les
interaccions d’afinitat per la proteina A (fig. 11.38).

Cromatografia d’afinitat amb heparina

Proves previes amb una columna cromatografica d’unié a heparina mostraven que
el PSA hi queda retingut. Aixo podria ser perqué s’ha descrit que el PSA presenta dos
llocs d’uni6 a heparina a la seva superficie, que li permeten formar un complex amb
I'inhibidor de proteina C (PCI) (Villoutreix i col., 1996). Aixi doncs, la segiient etapa
cromatografica que es porta a terme és aquesta, per tal d’eliminar més proteines de la
mostra que no quedin retingudes per afinitat a heparina.

Tal com es pot observar al cromatograma de la figura 11.39, la interaccio entre
I'neparina i el PSA no és molt forta, perqué part del PSA és eluit amb la fraccié no
retinguda i part és eluit al pic. Per tal de millorar la purificacio, la fraccio no retinguda

es recromatografia i el pic retingut s'uneix al de I'anterior cromatografia d’afinitat
amb heparina.
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Figura 11.39: Cromatograma de la purificacio de PSA de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica amb una reina d’afinitat a heparina. La linia continua mostra les fraccions e
presenten un elevat contingut en PSA i la discontinua, aquelles que presenten un contingut
en PSA baix.

Els dos pics de les cromatografies d’afinitat a heparina s'uneixen 1 es
cromatografien amb una nova columna d’adsorci6 tiofilica, ja que és la reina que
millor ailla el PSA i, en aquest punt de la purificacid, la quantitat de proteina total s’ha
reduit molt i no hi ha immunoglobulines que puguin competir per la reina d’adsorcio
tiofilica amb el PSA.

Resum del procés de purificacid

En aquest punt s’analitza la puresa de les mostres al llarg de la purificacio per
electroforesi en gel d’acrilamida en condicions desnaturalitzants (fig. 11.40) i se’'n
compara el contingut en proteina total i en PSA lliure i total (taula 11.8).
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Figura 11.40: a) Gel delectroforesi en condicions desnaturalitzants amb tincié per nitrat de
plata dels diferents passos cromatografics de la purificacio de PSA de serum PCa A [50ng de
proteina total dels diferents passos cromatografics. 1: 100ng PSA control purificat de plasma
seminal. 2: marcadors de pes molecular. 3: serum de PCa A abans de la purificaci6.5: després
de la cromatografia d’adsorci6 tiofilica. 6: després de la cromatografia d’afinitat a cibacron-
blue. 7: després de la cromatografia d’afinitat a proteina A. 8: després de cromatografia
d'afinitat a heparina. 9. després de la segona cromatografia d’adsorcié tiofilica]. b)
Transferencia tipus western de deteccié de PSA dels diferents passos cromatografics de la
purificaci6 de PSA de sérum PCa A. [10 ng de PSA total dels diferents passos
cromatografics. 1: 10 ng PSA control purificat de plasma seminal. 2 a 9: veure el gel a)].

S’han requadrat les bandes del gel d’electroforesi tenyit amb nitrat de plata
corresponents al PSA lliure i al PSA total de les darreres etapes de purificacio
(11.40a). Aquestes bandes també es poden observar en la deteccié immunologica del
PSA per transferencia tipus western amb anticossos policlonals contra aquesta
proteina (11.40b).
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Volum Proteinatotal PSA lliure PSAtotal Puresa Rendiment

(mL) (mg) () (mg) (%) (%)
Serum neoplasia prostatica 34 2300 12 35 0.001 100
Adsoreci tiofilica 68 406 10 24 0.006 68.4
Afinitat a cibacron-blue 153 236 55 135 0.006 38.5
Afinitat a proteina A 35 100 55 12.3 0.012 35
Afinitat a heparina 50 51 4 11.2 0.022 32
Adsorecio tiofilica 70 8.6 2.7 10.6 0.123 30

Taula 11.8: Resum del proces de purificacio de PSA de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica. La puresa i el rendiment s’han calculat en funci6 del PSA total.

Durant el procés de purificacié hi ha pérdues importants de PSA en dos punts, el
primer, després de la cromatografia d’adsorcié tiofilica, degut principalment a
processos de precipitacid per sals, ja que I'important volum de mostra s’ha de
dissoldre en un tampd amb elevades concentracions de sulfat sodic (1M) abans de
portar a terme la cromatografia. El segon punt es troba entre la cromatografia
anterior i la d’afinitat a cibacron-blue, aixo és degut a que es podria haver perdut
mostra en proves previes de diferents processos cromatografics, portats a terme per
tal de posar a punt el protocol de purificacié optim, abans de seguir processant la
mostra. A més, durant aquestes proves hi podria haver hagut certs processos
d’autodegradacié del PSA.

L’objectiu d’aquesta purificacio és la caracteritzacio de les estructures glucidiques
del PSA present a serum, tant el que es troba en forma lliure com el que formava un
complex amb I’ACT. Per a alliberar el PSA complexat es porta a terme un protocol
de trencament del complex PSA-ACT en condicions alcalines seguit d’'una
immunoadsorcio especifica per a PSA lliure segons el protocol establert per Peter i
col. (1999). Després, I'eluit obtingut es dialitza contra aigua milliQ per a eliminar-ne
les sals i es liofilitza per a reduir-ne el volum.

Una part d’aquest PSA purificat s'utilitza per a la caracteritzacio de les estructures
glucidiques mitjangant un assaig immunologic associat a I'activitat sialiltransferasa
(GISA). La major part d’aquest PSA purificat s’envia al Glycobiology Institut de la
Universitat d’Oxford per a seqiienciar-ne parcialment les estructures glucidiques
seguint el métode descrit per Guile i col. (1994).
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Figura 11.41: Gel d'electroforesi en condicions desnaturalitzants amb tincié per blau de
Coomassie de les fraccions obtingudes de la immunoadsorcié especifica pel PSA lliure del
serum d'un pacient de neoplasia prostatica [M: marcadors de pes molecular. 1 i 2. PSA

purificat i immunoprecipitat. 3: 5ng de PSA control purificat de plasma seminal].

Les bandes que s’observen al gel requadrades (fig. 11.41) corresponen al PSA lliure
purificat per immunoadsorcié (aproximadament 28kDa). També s’hi observen les
cadenes lleugeres i pesades corresponents als anticossos utilitzats durant la

immunoadsorcio.
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5.14.2. Caracteritzacio glucidica del PSA purificat de serum d’un pacient de

neoplasia prostatica

Caracteritzacié per GISA

Amb aquest assaig GISA (veure apartat 4.2.2 a la pag. 181) es vol determinar la
diferent capacitat d’addici6 d’acid sialic sobre les cadenes glucidiques del PSA
purificat de serum d’un pacient de neoplasia prostatica, de plasma seminal i de medi
de cultiu de cel-lules de carcinoma prostatic LNCaP.
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Figura 11.42: Assaig GISA sobre les mostres de PSA de serum d’un pacient de neoplasia
prostatica, de plasma seminal i de medi de cultiu de cel-lules de carcinoma prostatic LNCaP.

Com es pot observar a la figura 11.42, pel que fa al potencial de sialilacio, el PSA
purificat de sérum d’un pacient de carcinoma prostatic no es diferencia del que
presenta el PSA purificat de plasma seminal, corroborant els resultats obtinguts a
I'apartat 4.2.2 (pag. 183). Segons aquests resultats, ambdues mostres es troben
sialilades i gairebé no permeten la unié de nou acid sialic, cosa que si s’observa sobre
la mostra de PSA purificat de medi de cultiu de cél-lules LNCaP ja que, com s’ha
descrit anteriorment, aquest PSA no es troba sialilat.

Caracteritzacié per seqiienciacio glucidica
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Malgrat els pocs micrograms de PSA purificat del serum PCa A, s’ha pogut dur a
terme una sequenciacié glucidica parcial que ha permeés constatar les principals
estructures glucidiques presents.

Els resultats de la sequienciacié glucidica mostren la preséncia d’acid sialic en la
majoria d’estructures glucidiques del PSA de serum PCa A. S'observa, aixi mateix, la
presencia de fucoses al nucli d’algunes estructures glucidiques (fucoses inner core) i no
se n'observa cap fora del nucli. A més, no s’ha observat el monosacarid GalNAc en
cap estructura.

Aquestes observacions diferencien el PSA séric del purificat de plasma seminal,
que conté més estructures amb fucoses al nucli i en un 25% d’aquestes presenta
GalNAc. Alhora que el diferencien del PSA secretat per les cel-lules LNCaP, que no
presenta acid sialic i les seves estructures contenen més fucoses, dins i fora del nucli, i

més GalNAc (veure taula 11.9).

seminal cél-lules LNCaP de neo. prostatica

PSA de plasma PSA de medi de PSA de sérum d’un pacient

Acid sialic
Fucosa al-6GIcNAc (nucli)
Fucosa al-2 (fora del nucli)

GalNAc

Si
83% dels glicans
no

25% dels glicans

no
>83% (gairebé tots)
10-15% dels glicans

65% dels glicans

Si
aprox. 1/3 de les estructures
n.d.

n.d.

Taula 11.9: Taula resum comparativa dels resultats de seqlienciaciar les estructures
glucidiques del PSA purificat de plasma seminal, de medi de cultiu de cél-lules LNCaP i de
sérum PCa A (n.d., no determinat).

Pel que fa als resultats que s’han observat en els assaigs immnologics i enzimatics
previs (apartat 4.2. de la pag. 173), es poden explicar si es té en compte no homés
I'acid sialic sin6 també la resta d’estructures glucidiques presents.

Les diferéncies en el grau de sialilacio entre el PSA de plasma seminal i el de
serum d’un pacient afectat de cancer de prostata és més important que I'esperat
segons els resultats de sequienciacié glucidica del PSA d’aquestes mateixes mostres.
Cal tenir en compte que a I'assaig GISA la sialiltransferasa utilitzada uneix acid sialic
a2-6 amb preferéncia sobre residus de Gal (Harduin-Lepers i col., 2001) i la
proporcié de Gal accessibles és superior en el PSA del serum del PCa A, que en el de

plasma seminal, doncs aquest presenta, a més, residus de GalNAc enlloc de Gal.
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Draltra banda, segons els resultats obtinguts en la sequenciacié glucidica,
s’esperaria una resposta més febla del PSA de serum PCa A amb la lectina AAA,
donat el baix contingut en fucosa observat en aquesta mostra, respecte del plasma

seminal, perd no s’ha observat per ELISA o transferéncia tipus western.

Malgrat que en els estudis de caracteritzacio glucidica del PSA de séerum de PCa A
i de plasma seminal no s’observen diferéncies significatives, I'estudi s’hauria d’ampliar
a la caracteritzacio del PSA de més mostres ®riques de PCa i BPH, per tal de
corroborar i ampliar aquests resultats.

Els assaigs immunologics utilitzats en la caracteritzacié glucidica de les mostres no
purificades son tils per a aquest objectiu i seran importants per tal de portar a terme
un estudi ampli de comparacié de PSA séric de pacients afectats de BPH i de
neoplasia prostatica. La seroteca per a desenvolupar aquest objectiu s’esta establint

actualment.

5.15. Analisi de la glicosilacio de la superficie cel-lular
Les alteracions de la glicosilacio de la superficie cel-lular, en glicoproteines i

glicolipids, és comud en les cel-lules canceroses i prové de canvis en lactivitat
glicosiltransferasa o en I'expressié genica (Kim i Varki, 1997; Dennis i col., 1999;
Orntoft i Vestergaard,1999).

D’aqui que és interessant congixer si existeix una relacid entre la glicosilacié
observada en la superficie cel-lular i la glicosilaci6 que presenten les proteines de
secrecid, en aquest cas el PSA.

S'utilitza el metode de I'ELISA sobre cel-lules fixades, en que les @l-lules de
cancer de prostata es fan créixer fins a confluéncia, es fixen i se'n detecten les
estructures glucidiques de superficie mitjancant anticossos i lectines especifics. ES
comparen les linies cel-lulars de carcinoma prostatic PC-3, DU-145 i LNCaP (fig.
11.43), utilitzant linies cel-lulars control de cancer de pancreas (Capan-1) i de cancer
de mama (MCF-7).
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1: Cél-lules LNCaP (10X)
2: Cél-lules PC-3 (10X)
3: Cél-lules DU-145 (10X)

Figura 11.43: Fotografies de les cél-lules de carcinoma prostatic utilitzades en el present
treball, sota microscopi de contrast de fases, a 10 augments.
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Figura 11.44: Grafics d’'ELISA de cel-lules fixades per a la detecci6 d’estructures glucidiques
mitjangant anticossos. Anticossos contra les estructures Lewis: Ley, H tipus 2, sLe, sLes.

Tal com s’observa a la figura 11.44, s’han testat diferents epitops glucidics amb
anticossos especifics del grup Lewis: Le’, H2, sLe®i sLe”.

Totes les linies presenten I'estructura glucidica Le’ i només la linia DU-145 és
positiva per la presencia de I'epitop H2.

L’antigen Le’ s’ha trobat en molts tumors epitelials i en alguns teixits humans
normals. Alguns autors observen que la majoria de metastasi distants i a nodul
limfatic d’'un cancer de prostata expressen antigens glucidics del tipus Lewis classe 2
(Culig i col., 1998). Aixo es relaciona amb el treball de Martensson i col. (1995), que

indiquen una alteracié de I'activitat glicosiltransferasa en cancer de prostata on és
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conservada o, inclis, augmentada, I'activitat dels enzims responsables de la sintesi de
la sequiéncia nucli dels glicans tipus 2 i que poden esdevenir I'estructura Le’ o sLe*,
afegint-hi fucoses i/0 acid sialic (fig. 11.45).
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Figura 11.45: Esquema de la formaci6 dels diferents antigens de grup Lewis tipus 2.
Modificat de Chandrasekaran i col. (1996).

Pel que fa al sLe” i al sLe" les linies de carcinoma prostatic no els presenten, tot i
ser linies metastasiques. Jorgensen i col. (1995) associen la detecci6 de sLe* amb un
mal pronostic del cancer de prostata, ja que observen que es troba sobre-expressat en
teixits de pacients en la fase agressiva de la malaltia, quan es fa hormono-resistent.

Tanmateix, aquestes linies de carcinoma prostatic és possible que presentin acid
sialic, com a caracteristica de metastasi, pero no les estructures concretes sLe* i sLe’.

Per tal d’ampliar la preséncia d’acid sialic i fucoses sobre la superficie cel-lular, es
porta a terme el mateix assaig d’ELISA amb detecci6 de glicosilacié per lectines (fig.
11.46).
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Figura 11.46: Grafic d’'ELISA de cel-lules fixades amb detecci6 per lectines. Les lectines
utilitzades sén AAA-Dig, ECL-FL, SNA-Dig i MAA-Dig.

La presencia de fucoses es detecta amb la lectina AAA sobre la superficie de totes
les linies estudiades. La lectina ECL, que detecta I'estructura Galb1-4GIcNAc quan a
aquesta no hi ha unit acid sialic, és positiva per a totes les linies. Alhora que les
lectines SNA i MAA detecten acid sialic sobre totes les linies.

Aix0 es podria explicar per diferencies de sialilacio de les glicoproteines i
glicolipids de membrana, que es detectarien alhora amb ECL i SNA 0 MAA. A més,
la preséncia d’acid sialic confirma el caracter metastasic de les linies estudiades. Pero
no és trnasportable a una proteina de secrecié com el PSA.
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El cancer és una malaltia caracteritzada pel creixement excessiu i descontrolat
de cel-lules que envaeixen teixits i Organs, podent provocar la mort de I'individu
(Cross i Dexter, 1991). Als paisos desenvolupats una de cada cinc persones morira
a causa del cancer (Alberts i col.,1994), concretament, a Europa I’any 2000,
S arriba a un milié de morts a causa d’ aguesta patologia (Boyle i coal., 2003).

La glicosilacié alterada és una caracteristica de les cel-lules tumorals, que es
presenta a la superficie cel-lular d’aquestes com a part de les glicoproteines i
glicolipids ancorats a la membrana cel-lular. Les glicoproteines de secrecié poden
reflectir un patrd de glicosilacio alterat a les cel-lules canceroses i aquestes podrien

utilitzar-se com a marcadors tumorals (Orntoft i Vestergaard, 1999).

La glicosilacié alterada s’ha estudiat en d’altres proteines de secrecié. L’alfa-
fetoproteina serica (AFP) és una glicoproteina amb un lloc de N-glicosilacio
biantenari de tipus complexe. Els nivells serics d'alfa-fetoproteina s'utilitzen per al
diagnostic del carcinoma hepatocel-lular, pero la seva especificitat s’ha de millorar
donats els falsos positius observats en patologies hepatiques no malignes. Johnson i
col. (1999) observen nivells més elevats de fucosilacio en 'AFP de pacients de
carcinoma hepatocel-lular, respecte de patologies hepatiques benignes. A mes,
determinen que I’AFP presenta estructures monosialilades en pacients de carcinoma
hepatocel-lular, mentre que en malalties hepatiques benignes I'’AFP es troba disialilat.
Aquestes diferéncies els han permes desenvolupar un metode de deteccid
immunologica basat en lactivitat sialiltransferasa (GISA), amb el que observen
diferéncies entre la situacié benigna i maligna i ho proposen com a marcador
serologic per al carcinoma hepatocel-lular (Poon i col., 2002).

Daltres patologies no canceroses presenten també canvis en la glicosilacié de les
proteines de secrecid. Rydén i col. (1997) analitzen les diferencies en la preséncia
d’acid sialic i fucoses de l'al-glicoproteina (AGP), que presenta cinc llocs de N
glicosilacio del tipus complexe. Observen que aquesta glicoproteina serica presenta
nivells de sialilacié i fucosilacié diferents en donants, comparats amb pacients de
diferents patologies inflamatories.

Per aquest motiu, en aquest treball s’ha plantejat I'estudi de la glicosilacio de dues

glicoproteines de secrecid en situacié normal i tumoral.
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El cancer de pancreas

El cancer de pancreas presenta una taxa d’incidencia gairebé igual a la taxa de
mortalitat, i suposa la quarta causa de mort per cancer (Cancer Statistics, 2003), tot i
ésser un tumor poc frequient entre els tumors digestius (Garcia Saenz, 1999).

La RNasa 1 és una glicoproteina produida majoritariament pel pancreas, amb
activitat enzimatica en la degradacié de I'acid ribonucleic. Presenta tres possibles llocs
de N-glicosilacid, a ’'Asn34, I'Asn76 i I'Asn88 (Beintema i col., 1988).

En el present treball s’han determinat els nivells de RNasa 1 en serum mitjangant
un assaig immunologic tipus ELISA sandvitx, per al que s’han produit anticossos en
gallina contra aquesta glicoproteina. La utilitzacié d’un assaig immunologic amb dos
anticossos especifics produits contra la proteina recombinant ha permés millorar la
sensibilitat en la deteccid de la RNasa 1 sérica, respecte de la observada per d'altres
autors amb metodes immunologics (Weickmann i col., 1984; Kurihara i col., 1984).
Aquestes diferencies de sensibilitat es poden explicar perqué cap d’aquests autors
havia tingut en compte que la RNasa 1 es troba glicosilada a I'hora de produir els

anticossos i la influéncia que aixo podria tenir en el reconeixement immunologic.

Comparant els nivells de RNasa 1 en séerum de pacients control sans, de pacients
afectats d’adenocarcinoma pancreatic, de pancreatitis o d’altres patologies, no s’han
observat diferéncies significatives. D’aqui que, d’acord amb el que d’altres autors amb
diferents metodologies havien descrit (veure taula 1.1 del primer capitol, pag. 57), es
conclogui que els nivells serics de RNasa 1 no sén un marcador tumoral especific per

al cancer de pancreas.

Estudis previs del grup i d’altres autors mostraren diferéncies entre la glicosilacié
de la RNasa 1 present en pancreas de donant sa i la produida per cel-lules
d’adenocarcinoma pancreatic (Nan i col., 1998; Fernandez-Salas i col., 2000), d’aqui
que en el present treball s’hagi proposat I'estudi de la glicosilacio de la RNasa 1 com a
possible marcador del cancer de pancreas.

D’acord amb les dades anteriors, s’ha desenvolupat una metodologia d’estudi de la
glicosilacio de la RNasa 1 sobre mostres biologiques sense necessitat de purificar la

proteina préviament. Aix0 s’ha dut a terme sobre medi de cultiu de cel-lules
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d’adenocarcinoma pancreatic Capan-1 i MDAPanc-3 i sobre homogeneitzat de teixit
de pancreas de donant.

L’assaig utilitzat per a la determinacié de les estructures glucidiques de la RNasa 1
ha estat un ELISA sandvitx amb un anticos per a la captura d’aquesta proteina i un
altre per a la deteccié de les diferents estructures glucidiques. Els anticossos utilitzats
en la deteccio s6n monoclonals contra estructures glucidiques del grup Lewis.

S’han detectat els antigens sialidats sLe* i sLe® només en mostres de RNasa 1
d’origen tumoral (medis de cultiu de cél-lules d’adenocarcinoma pancreatic) i no se
n’han detectat sobre mostra de pancreas de donant sa. En canvi, I'antigen fucosilat
Le’ només s’ha observat en mostres de pancreas sa (situacié normal). Aquests

resultats corroboren els estudis previs del grup.

Per tal d’observar la glicosilacié de la superficie de les membranes de les cel-lules
d’adenocarcinoma pancreatic Capan-1 i MDAPanc-3 s’ha portat a terme un assaig
d’ELISA sobre cél-lules fixades. Aix0 ha de permetre establir una possible relacié
amb la glicosilacio present a les proteines de secrecio, com la RNasa 1.

L’antigen sLe*s’ha detectat sobre les dues linies cel-lulars metastasiques assajades,
pero l'antigen sLe’ només s’ha detectat sobre les cel-lules MDAPanc-3. Aquests
resultats es poden relacionar amb els observats sobre la glicosilacié de la RNasa 1
purificada d’ambdues linies, que presenta aquests antigens Lewis sialilats. Aixi doncs,
les glicoproteines secretades reflectirien algunes de les estructures glucidiques de la
superficie cel-lular.

Els anvis en la glicosilacio de les glicoproteines i glicolipids de membrana,
concretament I'expressio de sLe” i sLe® estan relacionats amb els estadis tardans de
malignitat, que inclouen la invasio i la metastasi, ja que aquests antigens Lewis s6n
lligands de I'E i la P-selectines presents a I'endoteli, i permetrien la migracio cel-lular
emulant el sistema immunitari (Fukuda, 1996; Ohyama i col., 1999; Ortnoft i
Vestergaard, 1999).

S’ha purificat la RNasa 1 secretada al medi de cultiu per la linia cel-lular
d’adenocarcinoma pancreatic MDAPanc-3. Conjuntament amb RNasa 1 purificada
de pancreas de donant i de medi de cultiu d’adenocarcinoma pancreatic Capan-1 se’n

van sequenciar les estructures glucidiques (Peracaula i col., 2003).
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De la sequienciacio se n’extreu que hi ha diferencies clares en la glicosilacio de la
RNasa 1 en situaci6 normal i tumoral. Principalment, només hi ha preséncia
d’antigens Lewis sialilats (sLe* i sLe) en situacio tumoral i, en situacié normal,
apareix I'antigen fucosilat Le’, que no és present en situacio tumoral (veure resum a la
taula 1).

Situacié normal Situaci6 tumoral

| Fucoses |

| GalNAc |

GIcNAc o galactosa
* acid sialic 0 fucosa

enllag 14 == pota
| enllag1-2 / enllag1-3 alfa

Taula 1: Resum de les diferents estructures glucidiques de la RNasa 1 purificada de pancreas
de donant (normal) i de medi de cél-lules de carcinoma pancreatic (tumoral).

Aquests resultats de seqlienciacio corroboren els obtinguts anteriorment
mitjancant ELISA sandvitx de deteccio de sucres sobre mostres que contenen RNasa
1 pero sense purificar-la. Aixi doncs, s’ha proposat I'aplicacié d’aquest metode de
deteccid d’estructures glucidiques de la RNasa 1 sobre mostres sériques de pacients
afectats de carcinoma pancreatic, pancreatitis i pacients control sans. Amb aquest
tipus d’assaig es podra avaluar si la glicosilacio de la RNasa 1 pot ser Gtil com a

marcador per al cancer de pancreas.

El cancer de prostata

El cancer de prostata és el segon, pel que fa a nombre de cancers al mon (Moul i
col., 2003). Es de creixement lent, cosa que fa que molts homes morin amb cancer de

prostata pero no per causa d’aquest.
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L’antigen prostatic especific (PSA) és una glicoproteina secretada majoritariament
per la glandula prostatica. Presenta activitat serin-proteasa, exerceix la funcié de
liquar el liquid seminal a I'ejaculacié i presenta una cadena glucidica de tipus N unida
aI’Asn4b.

El PSA es troba normalment a plasma seminal en concentracions elevades. També
pot detectar-se en serum en situacions patologiques, com el cancer de prostata o la
hiperplasia benigna de prostata (BPH). Donada la seva activitat serin-proteasa, el
PSA séric sol trobar-se unit a diferents inhibidors de proteases, com lal-
antiquimotripsina (ACT) o I'a2-macroglobulina (AMG). Tot i que, entre un 10 i un

40% del PSA séric pot trobar-se en forma lliure. Es defineix el PSA total com la
suma del PSA unit i el lliure.

Els nivells de PSA en serum s'utilitzen actualment com a marcador del cancer de
prostata. Aixi, concentracions de PSA per sota de 4ng/mL es consideren normals.
Amb nivells per sobre de 10ng/mL s’aconsella realitzar una biopsia, i nivells entre 4 i
10ng/mL es consideren la ‘zona gris’, donada la incertesa a I'hora del diagnostic
(veure fig. 11.4 del segon capitol, pag. 111).

Per tal de millorar I'especificitat d’aquest marcador tumoral s’han dut a terme
diferents aproximacions, entre elles I'index de PSA, que relaciona els nivells de PSA
lliure i total, o altres parametres com la velocitat i la densitat del PSA. Tanmateix, cap
de les aproximacions estudiades fins ara ha aconseguit millorar significativament

I'especificitat del diagnostic respecte de I'Us dels nivells de PSA total (Brawer, 1999).

La necessitat de millorar I'especificitat del PSA com a marcador del cancer de
prostata i el fet que sigui una glicoproteina, planteja la possibilitat de caracteritzar les
seves estructures glucidiques en situacié normal i tumoral per a determinar si
existeixen diferéncies entre elles i si aquestes podrien ser Utils en la millora del
diagnostic.

D’una banda, s’ha purificat el PSA secretat per les cel-lules de carcinoma prostatic
LNCaP i el PSA del serum d’un pacient de neoplasia prostatica, se n’han caracteritzat
les estructures glucidiques mitjancant lectines i s’han comparat els resultats amb els
obtinguts per una mostra de PSA purificat de plasma seminal de donant.

Les mostres de PSA purificat de plasma seminal i de medi de cultiu de cél-lules

LNCaP presenten diferéncies importants quant a la glicosilacié. EI PSA de plasma
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seminal conté acid sialic, que és absent al medi de les cel-lules LNCaP. El contingut
en fucoses és superior al PSA de medi de cél-lules LNCaP que al de plasma seminal,
detectant-ho amb la lectina AAA. ElI PSA purificat de serum d'un pacient de
carcinoma prostatic presenta acid sialic, en nivells comparables al purificat de plasma
seminal.

S’observa un contingut inferior en fucoses del nucli, respecte de I'observat al PSA
de plasma seminal, i abséncia de fucoses fora del nucli i del monosacarid GalNAc.
Les diferéncies en el contingut de fucoses no s’han observat mitjancant assaigs

immunoldgics amb deteccid per la lectina AAA.

Aquests resultats obtinguts per métodes immunologics es corroboren per
seqlienciacid glucidica. Aixi, s’observen les mateixes diferencies quant al contingut
d'acid sialic, s'observen fucoses fora del nucli glucidic només al PSA de medi
LNCaP, cosa que explicaria el resultat amb lectines, i també s’observen diferencies
quant al contingut en GalNAc, que és superior al PSA purificat de medi de cultiu de
cel-lules LNCaP (taula 2).

PSA de plasma

seminal

PSA de medi de
cél-lules LNCaP

PSA de sérum d’un pacient

de neo. prostatica

Acid sialic
Fucosa al-6GIcNAc (nucli)
Fucosa al-2 (fora del nucli)

GalNAc

Si
83% dels glicans
no

25% dels glicans

no
>83% (gairebé tots)
10-15% dels glicans

65% dels glicans

Si
aprox. 1/3 de les estructures
n.d.

n.d.

Taula 2: Taula resum de les principals diferéncies glucidiques entre el PSA purificat de
plasma seminal, el purificat de medi de cultiu de cel-lules LNCaP i el purificat del serum d’un
pacient de neoplasia prostatica (n.d., no determinat).

D’altra banda, coneixent les principals estructures glucidiques del PSA de
diferents mostres biologiques, s’han desenvolupat diversos metodes de detecci6 de la
glicosilacio del PSA, sense necessitat de purificar-lo previament. S’ha testat el PSA de
mostres de plasma seminal, medi de cultiu de cél-lules LNCaP i serums de pacients
de carcinoma prostatic. S’han emprat métodes immunologics, com FELISA, la

transferencia tipus western o el GISA (basat en l'activitat sialiltransferasa). Aquesta
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caracteritzacio necessita del tractament previ de les mostres seriques per a enriquir-les

en PSA per immunoadsorcié o per cromatografia d’interaccié tiofilica.

Els resultats obtinguts amb els diferents métodes corroboren la preséncia d’acid
sialic en el PSA de plasma seminal i en el de serum de pacients de neoplasia
prostatica, tot i que els nivells d’acid sialic son lleugerament inferiors al serum.
També s’observa I'abséncia d’acid sialic en el PSA de medi de cultiu de cél-lules
LNCaP que, alhora, presenta un contingut en fucoses superior al de les mostres
anteriors.

La caracteritzacid del PSA per electroforesi bidimensional (fig. 11.45) mostra
formes de PSA sialilades (de pl 6.4, 6.6 i 6.9) i neutres (pl 7.2 i 7.4) a les mostres de
plasma seminal i de sérum de pacients de neoplasia prostatica, tanmateix, s’hi troben
en diferents proporcions les formes neutres i les sialilades. EI PSA del medi de
cél-lules LNCaP presenta isoformes de pPSA, que es troben a pH mes basic que el
teoric (7.23). Aquestes formes pPSA també poden detectar-se feblement al PSA séric

de pacients de neoplasia prostatica.

La glicosilacio del PSA en situacio tumoral, secretat per les cél-lules LNCaP o
present al serum de pacients afectats de carcinoma prostatic, és molt diferent, cosa
que indicaria que el PSA d’aquesta linia tumoral no seria representatiu del PSA de la
situacié tumoral real, quant a la glicosilacio que presenta. En canvi, les seves
estructures glucidiques son més properes a les descrites pel PSA de plasma seminal
de donants sans.

Les diferéncies observades entre el PSA de sérum de pacients afectats de
carcinoma prostatic i de plasma seminal son poques i se centren en diferéncies
lleugeres en la deteccid de I'acid sialic per GISA, o indirectament per deteccié amb la
lectina ECL, i en la distribuci6 i proporci6 de les diferents formes proteiques per
electroforesi bidimensional.

El fet que en el serum de pacients de neoplasia prostatica es detectin formes de
PSA molt similars a les presents en el plasma seminal de donant, es podria explicar
pel trencament de les barreres que separen el teixit prostatic i els capil-lars sanguinis

quan es donen processos patologics, com el cancer o la neoplasia prostatica

217



GLICOSILACIO ABERRANT EN PROTEINES DE SECRECIO COM A MARCADORS TUMORALS

intraepitelial (PIN) (Brawer, 1999). Aquest fet provoca un augment de PSA en serum
degut a la secrecio per part de les cel-lules tumorals, al que s’ha de sumar el causat pel

trencament del teixit circumdant.

S’hauria d’aprofundir, perd, en I'estudi de les diferéncies observades, com
I'absencia de GaINAc en PSA de serum d’un pacient de neoplasia prostatica, i la seva
preséncia en algunes estructures de PSA de plasma seminal. Aixi com augmentar la
sensibilitat o el nombre de mostres assajades, en la deteccio de fucoses mitjangant la
lectina AAA, per a determinar si s’observen diferencies en els nivells de fucosilacio
del PSA de serum de pacients de neoplasia prostatica i plasma seminal, com les que

s’han obtingut en la sequienciacio glucidica.

Els assaigs establerts per a la caracteritzacié glucidica del PSA seran Utils per tal de
portar a terme un estudi ampli de comparacio de la glicosilacio del PSA séric de
pacients de BPH i de pacients de neoplasia prostatica i que servira per a determinar si
la glicosilacio d’aquesta molécula podra ser Util en la millora del diagnostic del cancer

de prostata.
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1.

CONCLUSIONS

S’ha establert un metode sensible de detecci6 i quantificacié dels nivells de
RNasa 1 en séerum per ELISA sandvitx. No s’han observat diferencies
significatives en els nivells sérics de RNasa 1 en pacients control sans, pacients
afectats de carcinoma pancreatic, de pancreatitis o d’altres patologies. Aixi, els

nivells sérics de RNasa 1 no serien un marcador per al cancer de pancreas.

Per ELISA sandvitx s’ha caracteritzat la RNasa 1 de medis de cultiu de les
cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic MDAPanc-3 i Capan-1, i la RNasa 1
d’homogenats de pancreas de donant. S’han observat els antigens sLe* i sLe
nomeés en situacio tumoral (medis de cultiu de cél-lules d’adenocarcinoma
pancreatic) i I'antigen Le’ només en situacié normal, en RNasa 1 de pancreas de

donant. Aquests resultats han estat corroborats per seqtienciacié glucidica.

L’estudi de les estructures glucidiques presents a la superficie cel-lular de les
cel-lules Capan-1 i MDAPanc-3 mostra la presencia dels antigens sLe* en
ambdues linies, i sLe" a la linia MDAPanc-3, observant-se una relacio entre la

glicosilacio de les proteines secretades i la present a la superficie cel-lular.

La caracteritzacid glucidica del PSA purificat del medi de cultiu de cel-lules
LNCaP s’ha comparat amb la del purificat de plasma seminal de donant sa,
mitjancant diferents assaigs immunologics amb deteccié per lectines. L’acid
sialic, detectat per la lectina SNA, nomeés és present en situacié normal i el
monosacarid fucosa, detectat per la lectina AAA, es troba majoritariament en
situacié tumoral. Aquests resultats han estat corroborats per sequenciacio de les

respectives estructures glucidiques del PSA purificat.

S’han desenvolupat diferents metodes immunologics per a la caracteritzacid
glucidica del PSA sense purificacio prévia: assaigs per ELISA i transferéncia tipus
western amb deteccid per lectines i un d’associat a activitat sialiltransferasa
GISA. L'aplicacié d’aquests métodes a mostres seriques suposa el pretractament
d’aquestes per a enriquir-les en PSA. Els pretractaments s’han portat a terme per

immunoadsorcié indirecta o per cromatografia d’adsorcié tiofilica.
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6. S’han observat difereéncies entre la glicosilacié present al PSA de plasma seminal,
al de medi de cultiu de cel-lules de carcinoma prostatic LNCaP i al de serum d’un
pacient de neoplasia prostatica. El contingut d’acid sialic, determinat per GISA i,
indirectament, amb la lectina ECL, és lleugerament superior en el PSA de plasma
seminal que en el de serum d’un pacient de neoplasia prostatica. EI PSA secretat

per les cél-lules LNCaP no presenta acid sialic.

7. S’ha comparat el PSA de diferents mostres biologiques per electroforesi
bidimensional. Al PSA de plasma seminal s’hi detecten formes sialilades amb pl
entre 6.4 i 6.9 i dues formes neutres de pl 7.2 i 7.4. EI PSA del medi de cel-lules
LNCaP presenta només formes de PSA neutre, entre les que s’hi troben formes
de pl més basics (7.7 i 7.9) corresponents al pPSA. El PSA de serums de pacients
de neoplasia prostatica presenta les mateixes formes sialilades que el PSA de

plasma seminal, pero en menor intensitat respecte de les formes neutres.

8. S’ha purificat el PSA total del serum d’un pacient de neoplasia prostatica que
presentava nivells molt elevats d’aquesta glicoproteina. La caracteritzacio
glucidica mostra que els nivells de sialilacié del PSA del serum d’un pacient de
neoplasia prostatica son similars als que presenta el PSA purificat de plasma
seminal, resultat confirmat per seqlienciacio glucidica. A més, s’ha observat un
contingut en fucoses i GaINAc molt inferior a I'observat en PSA de plasma

seminal.

9. L'estudi de la glicosilacio de la superficie cel-lular, de les linies de carcinoma
prostatic LNCaP, PC-3 i DU-145 mostren la presencia d’acid sialic a2-3 i a2-61i
de fucoses, aixi com Il'antigen Le’ a totes elles i el H2 només a DU-145. La

preséncia d’acid sialic es relaciona amb I'origen metastasic d’aquestes cél-lules.
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