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Resum

El cancer de prostata (CaP) és un dels cancers amb més incidéncia i mortalitat en la poblacié masculina. En estadis
avangats quan el cancer ja ha metastatitzat i com a ultim recurs s’aplica la quimioterapia, perd en molts d’aquests
casos al cap d’un temps les drogues utilitzades ja no fan efecte; és el fenomen anomenat quimioresistencia (QR). La
QR esta associada a la preséncia d’unes proteines de membrana que actuen com a bombes d’efflux de substancies
toxiques per a la céllula, entre les quals hi ha les drogues utilitzades en els tractaments de quimioterapia. El present
treball s’ha centrat en 1’estudi de la proteina MRP-1, pertanyent a la familia de les transportadores ABC, i en la
proteina LRP, pertanyent a la familia de les proteines vault, en la progressio del CaP. Per a realitzar aquests estudi
s’ha partit de tumors prostatics humans en els quals les proteines que participen en la QR s’han detectat amb
técniques d’immunohistoquimica i la seva expressio s’ha correlacionat amb I’historial clinic dels diferents pacients.

Paraules clau Quimioresisténcia, cancer de prostata, MRP-1, LRP.

Abstract

Expression of proteins associated to chemoresistance, mrp-1 and Irp, in prostate cancer. Prostate cancer
(CaP) is the most prevalent cancer with high mortality among men. In advanced stages, when the cancer has
metastasized, chemotherapy is applied as the last resort, but in most of the cases it fails after a while, because the
drugs become ineffective, a phenomenon known as chemoresistance (QR). QR is associated to the presence of
some membrane proteins that act as efflux pumps of toxic substances for the cell, and among them drugs used in
chemotherapy. The present work is focused on the study of MRP-1 protein, a member of the ABC transporter family,
and LRP protein, a “vault” protein, involved in CaP progression. For this study we have used human prostate tumors
where proteins associated to QR have been detected by immunohistochemistry and its expression correlated to the
clinical stage of the different patients.
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INTRODUCCIO

El cancer de prostata (CaP) és una neoplasia maligna i
invasiva originada a partir de les cellules epitelials de
la glandula prostatica, i una de les més freqiients en la
poblacié masculina. A Espanya és el tercer cancer en
freqiiéncia i el segon en mortalitat, i a Catalunya és el

segon en freqiiéncia i el tercer en mortalitat (Ferndndez
et al., 2001). Els primers casos acostumen a apareixer
a partir dels cinquanta anys, i augmenten forga a partir
del seixanta-cinc anys.

Els sistemes utilitzats per a la deteccio6 precog del
CaP es basen en els nivells de PSA (antigen especific
de la prostata) en sang. Si els valors estan per sobre
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Figural Deteccié de MRP-1 en CaP. Amb I’anticos MRPr1 : a) teixit normal de prostata, b) hiperplasia benigna. Estadis
progressius de cancer: ¢) grau Gleason 4, d) grau Gleason 6, ¢) grau Gleason 7, f) grau Gleason 9. Amb I’anticos MRPmS5 :

2) hiperplasia benigna, /) grau Gleason 3.

de 4 ng/ml augmenten les possibilitats de tenir CaP.
Un altre métode ¢s el tacte rectal, en el qual el metge
palpa qualsevol irregularitat de la prostata. Quan les
proves anteriors s6n positives, es fa una biopsia per a
determinar si realment hi ha o no cancer.

Si s’ha trobat un cancer localitzat i sense metastasi
es realitza una prostectomia radical o criocirurgia. Si
el tumor €s de baix grau i confinat a la prostata o dis-
seminat a teixits veins, s’aplica la radioterapia. Si el
tumor ja ha metastatitzat s’aplica la terapia hormo-
nal, consistent en la supressié d’androgens,de manera
que el cancer es redueix, ja que moltes de les celules
canceroses prostatiques que depenen dels androgens
per a sobreviure entren en apoptosi quan els en man-
quen. Pero hi ha céllules que sobreviuen indiferents a
I’abseéncia d’androgens; aquestes cellules han adquirit
un fenotip d’independéncia als androgens, €s a dir, el
tumor continuara creixent. En aquests casos i com a
ultim recurs, s’aplica la quimioterapia, amb queé paci-
ent és tractat amb drogues amb la finalitat d’eliminar

les cellules canceroses independents als androgens. Al
principi fan el seu efecte, perd en molts casos el pa-
cient adquireix el fenotip de quimioresistencia (QR),
en que les cellules no moren en preséncia de drogues.
El fenomen de QR esta relacionat amb la preséncia
d’unes proteines de membrana que actuen com a bom-
bes d’efflux de substancies toxiques per a la cé¢Hula,
entre les quals les drogues utilitzades per als tracta-
ments de quimioterapia (Gimenez-Bonafé ef al., 2004;
Gottesman et al., 2002).

S’han trobat diferents molécules implicades en QR,
entre les quals s’inclouen membres de la familia de
proteines ATP-binding cassette (ABC) transporters
(Borst et al., 2002). Aquestes proteines es troben en
teixits normals i estan involucrades en el transport de
diferents substrats endogens, amb funcions de desto-
xificacid en fetge, ronyd o tracte gastrointestinal; i
funcions de proteccio, amb la regulacié de la permea-
bilitat del sistema nervids central, testicles o placenta.

Dins la familia de transportadors ABC es troben les
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Figura2 Detecci6é de LRP en CaP. a-b) hiperplasia benigna, c-d) grau Gleason 6, e¢) grau Gleason 7, f) grau Gleason 9.

proteines associades a resisténcia multiple, les MRP
(Leslie et al., 2001). El present treball se centra en
el membre MRP-1, proteina ampliament distribuida,
responsable del transport de gran quantitat de drogues
carregades negativament o neutres, conjugades amb
glutatio, sulfat o glucoronat, i que s’ha trobat associada

a QR en leucémies, cancer d’esofag, de cellules no
petites de pulmo.

Una altra proteina relacionada amb la QR, no per-
tanyent a la familia de les proteines transportadores
ABC ¢és la LRP (lung resistance-related protein) (Dies-
tra et al., 2003), descrita com la major vault protein en
humans. Es una ribonucleoproteina present en totes les
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ce¢lules eucariotes en citoplasma i membrana celular,
involucrada en el transport de diversos substrats. Fou
descoberta en cancer de cellules no petites de pulmo,
1 també s’ha vist associada a QR en cancer de mama,
ovari, testicle i prostata (Zurita et al., 2003).

En cancer de prostata no es coneixen ben bé les pro-
teines involucrades en QR. Diferents membres de la
familia MRP s’han trobat expressats en prostata tant
en linies cellulars (Van Brussel ef al., 1999) com en
tumors procedents de pacients en diferent estat de pro-
gressié de la malaltia (Grau Gleason). MRP-1 s’ha
trobat sobreexpressada i amb un increment significatiu
al llarg de la progressio del CaP (Van Brussel et al.,
2003). La LRP també s’ha trobat sobreexpressada en
cancers hormonoindependents disseminats (Van Brus-
sel et al., 2001).

Lobjectiu del nostre treball s’ha centrat en I’estudi
de I’expressio de les proteines MRP1 i LRP en CaP,
per a poder trobar una relacié entre la seva expressio
i la progressio del cancer. Hem estudiat la seva ex-
pressio en hiperplasia benigna i en diferents estats de
malignitat.

Figura 3 Correlaci6 entre ’estat clinic del pacient i els
resultats d’immunohistoquimica: a) nivells de PSA expres-
sats en ng/ml, b) quantificacié de 1’expressi6 de MRP-1 i
LRP versus la recidivitat del pacient.

MATERIAL I METODES

Aquest estudi s’ha realitzat amb tumors parafinats de
pacients procedents del Banc de Tumors del Servei
d’Anatomia Patologica de la Ciutat Sanitaria i Uni-
versitaria de Bellvitge. Per a la deteccio de les pro-
teines associades a QR, MRP1 i LRP s’han realitzat
immunohistoquimiques, amb els anticossos monoclo-
nals MRPrl i LRP, respectivament, cedits pels Drs.
R. Scheper i G. Scheffer del Free University Hospi-
tal d’Holanda. De tots els pacients s’han fet controls
negatius utilitzant com a anticds primari una IgG irre-
llevant.

A partir dels blocs de teixit parafinat, es feren talls
histologics de 4 pm que es muntaren en portaobjec-
tes tractats amb poly-L-lisina i assecats a I’estufa a
37° C tota la nit. Les lamines es desparafinaren en
xilol i rehidrataren en un gradient d’alcohols. La pero-
xidasa endogena es bloqueja amb un 3 % de H,O,
en aigua destillada i a fosques durant 10 min, pro-
cedit d’un rentat de les lamines en aigua destillada.
Seguidament, per a poder exposar els epitops de la
proteina a estudiar, es procedi a fer un desemmasca-
rament amb citrat sodic 0,1 M a pH 6,0 a I’olla a
pressio. Les lamines es deixaren refredar a tempera-
tura ambient i es rentaren amb aigua destillada i PBS
(5 min en cada bany). Seguidament les unions inespe-
cifiques es bloquejaren incubant amb normal rabbit
serum (NRS) (dilucié 1:50) durant 30 min. Després
s’elimina lleugerament I’NRS i es procedi a la colloca-
ci6 de I’anticos primari MRP1rl (dilucio 1:50) per
a MRP1 i LRP (1:100) per a LRP i per als controls
negatius IgG (1:100), per a deixar-los incubant a 4° C
durant tota la nit en una cambra humida. Després es
rentaren en PBS 0,2 % Trit6 100x i dos cops en PBS
(5 min/bany), i es procedi a la tincié amb un metode
d’immunoperoxidasa biotina-estreptavidina, incubant
a temperatura ambient amb 1’anticds secundari de co-
nill contra rata (1:100) per a MRP1 i de conill contra
ratoli (1:150) per a LRP conjugats amb biotina durant
60 min i seguidament amb peroxidasa de rave conju-
gada amb estreptavidina (1:500) durant 60 min. Les
lamines es rentaren amb PBS i es revelaren amb DAB
(diaminobencidina). Finalment, totes les lamines fo-
ren contrastades amb hematoxillina, deshidratades i
muntades amb DPX.

Les observacions han estat realitzades en un mi-
croscopi Olimpus BX51, amb un objectiu de 40X i
les fotografies fetes a 400X amb una camera Camedia
C5050.
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RESULTATS

Hem partit de vuit pacients de I’Hospital Universitari
de Bellvitge, amb cancer de prostata localitzat. D’a-
quests pacients hem fet immunohistoquimiques per
a MRP-1 utilitzant dos anticossos contra dos epitops
diferents, el MRPr1 situat a I’extrem N-terminal 1 el
MRPm5 a I’extrem C-terminal; ambdoés reconeixen
epitops interns d’MRP-1. També hem detectat la pro-
teina LRP amb I’anticos LRP, i en aquest cas només
s’han utilitzat sis pacients.

Pel que respecta a les immunohistoquimiques rea-
litzades per a MRP-1, I’anticos que millor resultats
ha donat és el MRPr1. En el teixit prostatic normal,
s’observa una tincid ténue i difusa de membrana, 1 una
tincid difusa i granular de citoplasma (vegeu la figura
la). En el cas de la hiperplasia benigna (HB) s’observa
una tincid molt forta de les céHules basals, 1 en cellules
acinars s’observa tincio de membrana i una tincio de
citoplasma granular més forta respecte el teixit normal
de prostata; a més hi ha tinci6 paranuclear (vegeu la
figura 150).

Els primers estadis de CaP es caracteritzen per una
pérdua de les cellules basals, el nucli és molt més ac-
tiu, es fa més gran i apareix nucleol. A mesura que el
CaP avanca hi ha una desestructuracio de les glandules
prostatiques. En un estadi poc avancat del cancer (Gle-
ason 4) s’observa un clar increment en la intensitat de
la tincid en citoplasma respecte del teixit normal i HB,
pero no pel que fa a la tincié de membrana (vegeu la
figura 1¢). A mesura que el cancer progressa, parallela-
ment amb la desestructuracio, s’observa un augment
en la intensitat del marcatge granular de citoplasma i
paranuclear, mentre el marcatge de membrana no can-
via (vegeu la figura 1¢-f). Un indici d’estadis avangats
de CaP és ’aparici6 de les cellules d’anell de segell,
cclules amb un vacuol molt gran que exerceix una
pressio sobre el nucli desplagant-lo cap a un costat i
fent que el citoplasma quedi molt reduit (vegeu el de-
tall de la figura 1f). Amb I’anticos MRPmS5 en zones
hiperplasiques s’observa tinci6 granular de citoplasma,
mentre que en les zones de cancer el marcatge per a
tots els casos de CaP és negatiu, exceptuant un paci-
ent que presenta cancer poc avangat (Gleason 3) on
s’observa tincid nuclear.

Els resultats obtinguts en les immunohistoquimi-
ques realitzades per a detectar LRP, han estat negatius
en zones hiperplasiques i en zones de cancer per a
quatre dels sis pacients estudiats. EI marcatge positiu
obtingut en els altres dos pacients ha estat focalitzat,
amb una tinci6 granular de citoplasma (vegeu la figura
2¢) i de membrana ténue (vegeu la figura 2d). Totes les
glandules atrofiques han donat marcatge positiu per a
LRP i s’ha trobat una forta tincié granular citoplasma-

tica. També s’ha trobat marcatge positiu en les céllules
endotelials dels vasos i en muscul esquelétic estriat,
estructures que han servit com a control positiu per a
’anticos.

Discussio

El CaP ¢és mortal quan no s’ha detectat a temps, s’ha
donat metastasi i les celules canceroses no responen
als tractaments de quimioterapia aplicats. Part d’a-
questa falta de resposta a les drogues aplicades és
deguda a I’aparicio de la QR, associada a la preséncia
de proteines de membrana que funcionen com a bom-
bes d’efflux de diferents substrats, entre els quals es
troben les drogues aplicades en quimioterapia.

Aquest treball s’ha centrat en I’estudi de 1’expressio
de les proteines MRP-1 i LRP, associades al fenotip de
QR en d’altres cancers. Ha estat un estudi preliminar
en el qual només s’han utilitzat vuit pacients, de tal
manera que els resultats obtinguts son la base per a
un estudi posterior amb un nombre de pacients més
gran (n = 60), on els resultats seran estadisticament
significatius.

Pel que respecta a MRP-1, s’ha trobat expressada
en la prostata normal en baixes quantitats, i a la bi-
bliografia s’ha descrit que MRP-1 esta ampliament
distribuida amb funcio protectora destoxificant. Tant
en HB com en CaP s’ha detectat MRP-1, pero en dife-
rent localitzacio cellular. En el cas de la HB MRP-1 es
troba en la membrana citoplasmatica i en poca quanti-
tat en el citoplasma, mentre que en CaP la localitzacid
€s inversa, i es troba una tinci6 granular que s’incre-
menta gradualment amb la progressio i apareix una
tincid paranuclear. Una possible explicacid és que la
proteina incrementi la seva sintesi amb 1’aveng del
CaP i s’acumuli en el reticle endoplasmatic, d’aqui la
localitzaci6 paranuclear, I’aparell de Golgi, i vesicules
d’exocitosi; d’aqui la tincié granular que s’observa en
el citoplasma. S’ha descrit que en determinades con-
dicions i depenent del tipus cellular, MRP-1 pot estar
localitzada a la membrana de les vesicules citoplasma-
tiques amb la funci6 de segrestar la droga i acumular-la
dins la vesicula per evitar I’accié de toxicitat. Aquest
fet podria estar relacionat amb 1’elevada expressio ob-
servada en vesicules citoplasmatiques. També¢ estaria
correlacionat amb una menor localitzaci6 a la mem-
brana citoplasmatica, ja que la cellula no necesitaria
tanta activitat d’efflux, en no haver-hi droga lliure a
I’interior de la ceHula. En el cas de la HB, la presén-
cia de MRP-1 a la membrana citoplasmatica tindria la
mateixa funci6 destoxificadora que en la prostata nor-
mal, i el seu increment respecte a la prostata normal
es podria explicar per 1’alteracio en 1’activitat de les
c¢Hules hiperplasiques (augment de la traduccio). Cu-
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riosament en HB s’ha trobat marcatge nuclear de les
cellules basals, i en un cas de CaP poc avangat també
s’ha vist tincio nuclear (resultats no mostrats), pero
de cellules acinars (les cellules basals s’han perdut).
Aquests ultims son resultats en els quals cal aprofun-
dir.

Una altra proteina associada a QR és la LRP.
Aquesta proteina, a diferéncia de MRP-1, es troba
basicament localitzada en vesicules citoplasmatiques
i una petita proporcid als porus nuclears. Dels sis
pacients utilitzats per a fer les immunohistoquimiques,
quatre han donat negatiu en cancer i els altres dos han
donat una positivitat focal tant en membrana com
granular citoplasmatica. Les glandules atrofiques,
tant les presents en la HB com en cancer, han
donat un marcatge positiu. Utilitzar sis pacients
no és significatiu per a afirmar que LRP estigui
sobreexpressada en cancer, tot i que representi
un 33% del total, Van Brussel et al (2001) en
un mostreig de dinou pacients obtenen un 32 %
d’expressio de LRP en citoplasma, resultats similars
als obtinguts en el present treball. Cal concloure que
per a arribar a resultats estadisticament significatius
cal agafar una representacio més amplia.

La QR és un fenotip no solament degut a una prote-
ina, sind a un conjunt de proteines. Si es t€ en compte
només I’expressio d’MRP-1 i segons els nivells de
PSA dels pacients en el moment de fer la prostatecto-
mia radical, es veu que hi ha un increment dels nivells
de PSA, com s’esperava, i també del marcatge d’MRP-
1, perd no hi ha una correlacié entre la recidivitat, que
és del 50 %, i ’augment de I’expressio de MRP-1. Ara
bé, quan s’estudia conjuntament 1’expressio positiva
de MRP-1 i LRP, s’observa que en el cas de tres pa-
cients amb Gleason 6, hi ha un 66 % de recidivitat
(vegeu la figura 3), és a dir, un nombre superior de
pacients ha regenerat el tumor. Lexpressid conjunta
d’MRP-1 i LRP podria estar relacionada amb la rea-
parici6 del cancer. Per a aquest cas (Gleason 6) si que
s’ha trobat una correlacid entre 1’expressio conjunta
de dues proteines associades a QR, MRP-11LRPila
recidivitat dels pacients.

Els resultats mostrats en aquest treball son molt
preliminars. S’ha utilitzat un nombre petit de mos-
tres (vuit pacients totals), de manera que no es poden
treure conclusions determinants. S ha vist, pero, que
a mesura que el CaP progressa hi ha sobreexpressio
de la proteina MRP-1, i que la seva localitzacié no
€s solament a la membrana citoplasmatica, siné que
també es troba dintre del citoplasma en compartiments
vesiculars. S’ha de realitzar un estudi més profund
de la localitzacio d’MRP-1 (colocalitzacié d’MRP-1
amb proteines especifiques de vesicules), i coneixer
el significat d’aquesta localitzaci6é en CaP (paper en

la quimioresisteéncia). Utilitzant un nombre major de
pacients es podra determinar si existeix una correlacio
entre I’expressio de diferents proteines transportado-
res de drogues, i aixi es podra establir una relaci6 entre
I’expressié conjunta d’aquestes proteines i 1’aparicio
de novo del cancer en el pacient.
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