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1. Introduccio

1.1 El cancer de prostata

1.1.1 Generalitats

El cancer de prostata és un tipus de cancer de creixement lent 1 d’estructura
heterogenia que es diagnostica generalment en homes d’edat avangada (>50 anys).
Representa la segona causa de mort per cancer en els homes dels paisos occidentals 1,
excloent el cancer de pell no melanocitic, és el tumor més frequent (19,6%) en els homes
a Catalunya (dades del Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya). El
carcinoma és el tipus més frequent dels cancers de prostata, mentre que la resta de tipus

signifiquen menys d’un 2% del total.!»?

L’etiologia del cancer de prostata encara actualment és discutida. S’han proposat
diferents hipotesis sobre el seu origen tot 1 que, com a cancer, es tracta d’'una malaltia
multifactorial en qué dificilment només hi hagi un factor responsable. Els estudis sobre
la seva incidéncia han dut a la idea que la dieta hi juga un paper important, i que
compostos com els fitoestrogens tindrien un paper protector, mentre que la carn 1 una
dieta rica en greixos tindrien 'efecte contrari. El component hereditari del cancer de
prostata no ha pogut ser estudiat d’'una manera prou clara, ates el risc tan alt que

existeix de patir-lo sense aquest efecte genetic.

El metode de seguiment i1 diagnostic més efectiu és la determinacié dels nivells de

I'antigen seric prostatic (PSA) al serum dels homes a partir dels 40 anys, els nivells
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normals del qual a la sang oscil len en el rang de 0-3 ng/ml. Malauradament aquest
diagnostic esta lluny de ser perfecte 1 dona lloc a falsos positius degut a la seva baixa
especificitat 1 també a falsos negatius degut a la seva baixa sensibilitat. Aquests darrers
casos podrien ser deguts al fet que la majoria de pacients als quals es fa la prova del PSA
presenten uns nivells d’entre 3-10 ng/ml, cosa que desafortunadament no déna massa
indicacions sobre el pacient individual. I quant a la baixa especificitat, val a dir que
aquests nivells de PSA moderadament elevats també podrien ser causats per altres

factors que no fossin el cancer com ara la inflamaci6 o la hiperplasia benigna de

prostata. Quan els nivells de PSA
son  elevats, normalment es
practiquen biopsies 1 s’examinen
histologicament. Basicament es fa
una analisi  de lestat de
diferenciaci6 de la biopsies 1 se’ls Vit

=4 Grau 4
assigna un valor d’acord amb 359
I’anomenat Gleason Score, que té
una correlacié amb la prognosi en
cohorts estadistiques grans® tot i s Grau 5

que presenta problemes semblants

al del PSA ja que la majoria de

pacients diagnosticats tenen  Figura Il: Esquema i imatges dels diferents graus de Gleason

gleasons de 6-7, 1 a més, el mostreig 8™ Pestadi del tumor.

poc representatiu desemboca en
la determinaci6é inacurada del Gleason score. Altres metodes de diagnostic inclouen la
ressonancia magnetica, el tacte rectal 1 Pescintografia ossia (que no detecta, pero,

micrometastasis).

El cancer de prostata confinat a la prostata —no invasiu, localitzat exclusivament
a la prostata— es tracta o bé mitjangant cirurgia tot practicant una prostatectomia
radical, o bé per radioterapia, o senzillament es fa un control actiu del pacient. Un cop
el cancer de prostata s’ha estes a altres organs (normalment els ossos 1 els noduls
limfatics), el tractament és purament pal liatiu (dels dolors provocats per les metastasis
ossies). La terapia hormonal amb privaci6é androgenica (castracié quirargica o quimica)
és efectiva durant un temps limitat —precisament el temps que el tumor roman
hormonodependent. Pero passat aquest temps el tumor esdevé hormonoindependent
—¢s capa¢ de créixer en presencia de petites quantitats de testosterona a la sang
periféerica— 1 per tant resistent a aquest tipus de terapia. Tanmateix, alguns treballs

recents demostren que els nivells locals de testosterona dins la prostata no disminueixen
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massa després de la castracio, possiblement per una regulaci6 a l’alca de gens que
converteixen els androgens adrenals en testosterona.*® D’aquesta manera, enzims que
estan presents a les cellules tumorals de la prostata poden convertir els esteroides
adrenals en androgens. A més, I’excresi del tumor primari no assegura I’eliminacié del
cancer, ates que les recidives podrien presentar-se a partir de la disseminaci6 primerenca
de cellules tumorals disseminades al moll d’os —tema que es discutira amb més

profunditat més endavant.

1.1.2 Mecanismes d’hormonoindependéncia

El procés de transici6 a la independeéncia hormonal és lent 1 és un dels aspectes
més crucials 1 debatuts del cancer de prostata, ja que suposa la perdua d’efectivitat dels
tractaments de quimioterapia que fan us de la supressi6 hormonal. Si bé és cert que les
modificacions genetiques, que juguen un paper rellevant en la progressié tumoral també

el juguen en aquesta transicid,®’ hi ha altres factors implicats com I’epigenética que
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Figura I2: Esquema sobre I’evolucié del cancer de prostata i els seus diferents estadis. (Adaptat de

INCI)
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poden ser tant o més importants. Un exemple d’aixo és la metilacio associada a cancer
del promotor del gen de la glutati6-s-transferasa m —que catalitza la detoxificaci6 de
diversos compostos, inclosos carcinogens—, que fa que no s’expressi en un 90% dels
cancers de prostata.? Actualment es pensa que aquesta és una de les primeres
modificacions genomiques comunes en el desenvolupament de cancer de prostata
espontani, cosa que situaria a les cel lules en una situaci6 més favorable per patir
impactes mutacionals que acabessin donant lloc al cancer de prostata
hormonoindependent.®!? De fet, les modificacions epigenétiques que poden comportar

13,14

’aparici6 i progressié del cancer de prostata,”!? la formacié de metastasis, o la seva

evoluci6 cap a ’lhormonoindependéncial®!7 han estat i sén objecte d’estudi.

Diversos treballs sobre el receptor d’androgens (AR) —probablement el gen més
estudiat en cancer de prostata— han descrit que la presencia de mutacions del susdit és
molt més frequent en el cancer de prostata metastasic que als tumors primaris.'® A partir
d’aquests estudis, va sorgir la idea que la terapia amb supressié androgenica provoca una
pressio selectiva a la via de senyalitzacié del receptor d’androgens.!??2 En aquest sentit,
si la terapia antiandrogenica afavoreix 'adquisici6 de mutacions que donen lloc al
cancer de prostata hormonoindependent, la terapia de supressi6 hormonal intermitent

pot retardar-ne ’aparici6,”® una questi6 encara en debat.?*2

Hom considera cinc possibles mecanismes a través dels quals es pot produir la
independéncia hormonal al cancer de prostata:?’ 1) la via d’hipersensibilitat, deguda a
amplificacions del gen de I’AR, un augment de la sensibilitat de ’AR o bé un augment
dels nivells d’androgens; 2) la via promiscua, deguda a mutacions a ’AR que provoquen
la seva activaci6 aberrant per altres substrats que no son la testosterona; 3) la via fora-
llei, en que AR podria ser activat per mecanismes independents de lligand; 4) la via de
bypass, en que 'acci6 de AR seria sobrepassada per vies alternatives com la de BCL2; 1
) la via de la cel lula oculta. En aquesta darrera via, es postula que al tumor ja hi hauria
una subpoblacié de cél lules independents d’androgens abans de la terapia.?® Aquest
plantejament advoca per la presencia d’unes cel lules mare transformades, és a dir
cel lules mare canceroses, que sobreviurien a la terapia antiandrogenica, que al seu torn
eliminaria només aquelles cel lules que responguessin a androgens, 1 finalment donarien
lloc a un tumor hormonoindependent. En un treball publicat el 1999,2! Craft i
col laboradors recolzaven aquesta idea demostrant que un model de cancer de prostata
hormonodependent que ells mateixos van generar hi havia cel lules

hormonoindependents 1 que aquestes podien expandir-se clonalment per donar lloc a
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Figura 1I3:
Esquema en que es
mostren les 5
diferents vies
proposades per a
I’hormonoinde-
pendencia: la
hipersensibilitat (a),
la promiscua (b), la
fora-llei (c), la de
bypass (d) 1 la de la
cellula  ocultale).
(Feldman &
Feldman, 2001).

tumors hormonoindependents. Concloien finalment que la terapia antiandrogenica

podria estar seleccionant aquests subgrups de cel lules que son hormonoindependents ab

ongine, amb el consegiient resultat del creixement de tumors hormonoindependents,

conclusi6 a la qual havien arribat també Isaacs i Coffey als anys 80.2

1.1.3 Estroma tumoral

Ates que més del 95% dels cancers de prostata observats son adenocarcinomes

que s’originen a partir de les cel lules epitelials glandulars, la major part dels esforgos

per entendre el cancer de prostata s’han concentrat en 'estudi de les cel lules epitelials.

Tanmateix, com s’esdevé en sistemes ecologics més grans, la influéncia de 'ambient és

crucial per al desenvolupament d’individus particulars. En aquest sentit, actualment

comenga a destacar-se la importancia del rol de lestroma en el desenvolupament i

progressioé tumorals, ja que hi ha proves que indiquen clarament que a mesura que el

carcinoma evoluciona, ’estroma pateix canvis associats al tumor, 1 que aquests canvis

poden contribuir o ser decisius en la progressié tumoral. Es en aquesta mesura que hom

parla de la “canceritzaci6” de I’estroma, pas requerit per a ’evolucié del tumor.
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L’estroma esta compost de diferents tipus cel lulars, el més abundant dels quals
és el muscul llis, que deriva del sinus urogenital embrionari, pero que també compren
fibroblasts, cel lules endotelials, pericits 1 diversos tipus de cellules inflamatories.
Tanmateix, els darrers anys s’ha palesat que I’estroma tumoral, també anomenat
estroma reactiu, és diferent de lestroma normal quant a la seva composicid i1 a
Iexpressio de factors de creixement, citocines, factors angiogenics 1 enzims proteolitics,
tot 1 que no sembla presentar alteracions genetiques. Tant és aixi que el grup de Gerald
R. Cunha, especialista 1 pioner d’aquest camp, va demostrar que un microambient
anormal, és a dir, I’estroma canceritzat, pot ser suficient per promoure la transformacioé
maligna de céllules epitelials prostatiques.®®3! Ja als anys 80 havia remarcat la
importancia de les interaccions estroma-epiteli en el desenvolupament 1 tumorigenesi de
la glandula prostatica.*?> Mitjangant 1"s de recombinacions tissulars d’epiteli i estroma
aillats, va observar que el factor de creixement de fibroblats (FGF), juga un rol central a

I’hora de mitjangar aquestes interaccions epiteli-mesenquima.

Meés tard es va observar que el receptor 1 del FGF (FGFR1), que normalment
no es troba expressat a I'epiteli benigne prostatic, esta regulat a I'alga en un 40% dels
carcinomes de prostata poc diferenciats.®® Aquest mateix estudi també descrivia un
augment del FGF2 —que s’uneix al FGFR1— a Pestroma del cancer de prostata.
Actualment, diversos treballs han remarcat la importancia de Iestroma en el cancer de
prostata aixi com el paper dels FGFs en la progressié tumoral.>*3 T més recentment s’ha
demostrat que l'expressi6 del FGFI0 a l'estroma o el FGFR1 expressat a Pepiteli son
suficients per induir el cancer de prostata en models animals.?* El primer treball

demostrava que el FGF10 estromal provocava la tumorigénesi mitjangant la regulacié a

A s S
Ao, S

Figura I4: Micrografies d’un tall de prostata humana realitzades durant la present test. Es pot distingir
clarament lepiteli glandular (G) 1 'estroma (E), format per diversos tipus cel lulars com muscul llis,
fibroblasts, 1 cel lules inflamatories (fletxa). Escala: 500 pm
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I’alca del receptor d’androgens a ’epiteli, cosa que n’induia la proliferacid, 1 a 'encop
demostrava que Pestroma regulava ’homeostasi de Pepiteli. En el cas del FGFRI, la
seva senyalitzacié constitutiva a l'epiteli portava irreversiblement al carcinoma de
prostata 1 a l’epiteli s’observava una regulacié a la baixa del marcador epitelial E-
cadherina 1 en canvi una regulaci6 a I’alga de marcadors mesenquimals, fenomen que
indica una transicio epiteli-mesenquima. A més, s‘ha descrit que I’activacié condicional
del FGFRI1 indueix Pangiogénesi,*! i que lexpressié estromal de FGF2, que esta
regulada per TGFf, incrementa la mida del tumor 1 la densitat de microvasos en els
tumors LNCaP.*?> En aquest sentit val a dir que la pérdua de senyalitzacié de TGFBR a
I’estroma de la prostata és un fenomen frequent en els pacients amb cancer de prostata,
743 1 un knock-out de TGFBIIR especific de fibroblasts provoca cancer de prostata.*
Finalment, també el grup de Cunha ha demostrat que els anomenats fibroblasts
associats a carcinoma (CAF) —que son fenotipicament anormals perd no presenten
alteracions genetiques importants— faciliten ’angiogenesi 1 promouen el creixement del
cancer de prostata quan es coinjecten amb cellules epitelials prostatiques no
tumorigéniques.* Uns resultats semblants han estat obtinguts per un grup independent,
6 cosa que reforca aquesta idea.

Altres observacions relacionades amb la interacci6 de 'estroma 1 I'epiteli vénen
dels estudis del grup d’Anders Bergh, que recentment ha descrit que la induccié de
l’apoptosi després de la castraci6 en pacients de cancer de prostata requereix la
regulaci6 a la baixa de I'IGF-1 a 'estroma tumoral.*’” A més, també ha observat que el
tumor de prostata insensible a androgens respon a un tractament de castraci6 quan es fa
créixer en un ambient dependent d’androgens, 1 per tant conclouen que 'ambient és
determinant per la resposta de les cél lules epitelials prostatiques a la castracio. *® Val a
dir que aquesta observacio ¢és semblant a aquella feta en diversos models animals en que
el trasplantament d’un tumor huma hormonoindependent en un ratoli nu normal fa
que el tumor esdevingui hormonodependent.*’

Es important remarcar que la senyalitzaci6 estroma-epiteli és en ambdés
sentits, 1 senyals enviats per I’epiteli a I’estroma, com per exemple la senyalitzaci6 per la
via de Hedgehog, pot produir I’expressi6 de senyals paracrins a I’estroma que promouen el
creixement del tumor.>

Tots aquests resultats suggereixen que 'ambient del tumor esta recolzant no
només el creixement del tumor sind possiblement també la seva reaparicio

postractament mitjancant el suport continu de I’estroma a 'epiteli.
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1.1.4 Moll d’os i estroma

Diverses proves suggereixen que és probable que el desenvolupament de la
massa tumoral, el creixement 1 progressio del tumor aixi com la formacié de metastasis
siguin fenomens en els quals el moll d’os jugui un paper rellevant. Per exemple, un dels
requisits per tal que un tumor pugui créixer és que tingui un aport suficient de nutrients
1 oxigen. Aixo s’assoleix mitjancant la formaci6 de vasos de novo, és a dir, 'angiogenesi.
També en aquest procés el moll d’os juga un paper crucial mitjanc¢ant la mobilitzacié de
cel ules 1 'enviament de factors clau. En un treball publicat 'any 2005, Okamoto 1
col laboradors descrigueren la regulacié de I’angiogeénesi per part de les cel lules
hematopocetiques 1 com la supressi6 de ’hematopoesi inhibia I’angiogénesi i vitro en
models de cancer generats a partir de la injeccié de la linia cel lular de cancer de
prostata PC-3 1 la linia colon26, de cancer de colon.”! En un estudi diferent, 1'as del ratoli
transgenic TRAMP (Transgenic Adenocarcinoma of  the Mouse Prostate) va evidenciar el
reclutament de cellules endotelials al tumor mobilitzades des del moll d’os.”* Pero
aquesta relaci6 tumor-moll d’os ha de ser, evidentment, bidireccional, 1 aixi ho indiquen
alguns treballs.>3>*

D’altra banda, per tal d’envair altres teixits, les cel lules del tumor necessiten
degradar la matriu extracel lular. Aquesta degradaci6 és duta a terme per proteines com
les metal loproteinases. Coussens 1 col laboradors van descriure que aquesta activitat
enzimatica és produida per cel lules de I'estroma procedents del moll d’os en models de
carcinoma de pell.”

Quant al paper en la formaci6 de metastasis, Rosandra N Kaplan i
col laboradors van descriure l'any 2005 que un conjunt de cellules progenitores
hematopoetiques positives pel receptor 1 del factor de creixement endotelial vascular
(VEGFR1) sén responsables de la formacié dels anomenats ninxols premetastasics, que
prepararien llocs per la nidificacié (‘homing’) de cel lules metastasiques abans que es

produeixin les propies metastasis.>®

Es pot concloure, doncs, que hi ha un dialeg entre el moll d’os 1 el tumor en que

Pintercanvi de factors 1 cél lules afavoreix I’evoluci6 del tumor.

1.1.5 Metastasis 1 micrometastasis. Concepte de la dormicio

El terme metastasi, del grec Metdstasis ‘canvi de lloc’, fa referéncia a la capacitat de
les cel lules d’un tumor per envair altres teixits, via el vasos limfatics o vasculars, 1 a

establir-s’hi 1 créixer com a noves masses tumorals. L.a metastasi, fenomen encara no
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massa ben entes des del punt de vista molecular, és un dels aspectes més perillosos 1
temuts del cancer, atés que els tumors que no en fan en un principi poden ser extirpats
quirurgicament, mentre que les metastasis son dificils d’eliminar tant per cirurgia com
per radioterapia i representen la causa del 90% de morts per cancer. A priori no tots els
tumors semblen tenir aquesta capacitat metastasica, tot 1 que aquest fenomen podria
dependre en part de la progressié del tumor 1 que, per tant, en estadis més avancats el
tumor acabés metastatitzant. Aquesta és la visio classica de la metastasi, en la qual es
proposa que el metastasic és un fenotip que s’adquireix en estadis tardans de la
progressi6 tumoral. Tanmateix, els estudis de microarrays dels darrers anys han qiiestionat
aquesta visio, ja que s’han trobat perfils génics diferents en els cancers metastatitzants 1
en les propies metastasis respecte dels tumors primaris 1 s’han establert, aixi, signatures
d’expressié génica als tumors relacionades amb la capacitat metastasica.’’-*® D’altra
banda, s’ha proposat que la capacitat de donar lloc a metastasis no seria, pero, inherent
al tumor en si, sind més aviat propia de certes cel lules del tumor que adquiririen un
programa metastatic 1 tindrien la capacitat de sobreviure i proliferar en un ambient
diferent del del tumor, és a dir, la capacitat de colonitzar altres teixits.”? Aquesta visio és
la recolzada pels treballs del grup de Fidler, segons el qual el procés de la metastasi seria
degut a la selecci6 d’un subgrup de céllules amb potencial metastatic,**-%? aixi com
s’havia proposat pels tumors hormonoindependents.?! Malgrat aixo, Ramaswamy i
col laboradors van establir que I’existencia d’uns perfils genetics que identifiquen tumors
amb capacitat metastatica,’® per la qual cosa conclogueren que el fenomen de la
metastasi seria més propi del conjunt del tumor en si que no pas d’unes poques cel lules
del tumor. En aquest sentit, Glinsky i col 1laboradors van realitzar un estudi amb 11 tipus
de cancer diferents, entre es quals es trobava el de prostata, en que mitjangant 'us de
microarrays van observar que hi havia un subgrup de cancers d’elevada malignitat que
presentava una signatura genica d’onze gens molt semblant a la de les cel lules mare 1

que estaven estadisticament relacionats amb I’aparicié de metastasis i mal pronostic.”’

Les cel lules tumorals disseminades (C'TDs) son cel lules canceroses procedents del
tumor que s’han alliberat del conjunt de la massa tumoral 1 es troben circulant a la sang
periférica o residint en determinats organs diana com el moll d’os, en els quals nien,

s.0466  Sovint se les anomena

sense que aquests pacients manifestin  metastasi
micrometastasis, tot 1 que sembla un terme forca inadequat, atés que, en lestat de
disseminacio, no hi ha formacié de metastasi de cap tipus (no s’observa metastasi a nivell
anatomopatologic, ni hi ha simptomatologia clinica ni es genera angiogenesi per al
creixement de la metastasi). S’ha descrit que aquestes cel lules entren en un estat de
laténcia que pot durar anys, 1 aquest estat s’ha batejat amb el nom de dormicid. S’ha

suggerit que aquest estat podria esdevenir-se per una entrada d’aquestes cel lules a la
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fase del cicle cellular Go.%” Tanmateix, per motius encara no massa clars, aquestes
cel lules, en un moment determinat, poden “despertar-se” 1 formar una metastasi. En
aquest sentit, el grup d’en Judah Folkman, que ja va parlar de 'estat de dormicié del
tumor en relacié amb P'angiogénesi els anys 70,% va proposar que un dels mecanismes
d’activacié d’aquestes cel lules és 'angiogenesi, fenomen necessari per al creixement del

tumor 1 per al desenvolupament de les metastasis. En Pestudi del mateix grup dut a

Nature Reviews | Cancer

Figura I5: Esquema d’un model del procés de disseminacié metastatica. Les cel lules del tumor
primari poden disseminar-se per les vies limfatica (fletxes vermelles) o sanguinia (fletxes blaves). La
disseminaci6 secundaria per la sang també es dona a altres organs a partir de les metastasis (fletxes
negres). En el primer model les cél lules tumorals disseminades proliferen als noduls limfatics per
formar metastasis solides, mentre les céllules tumorals a llocs distants romanen en estats de
dormici6 o moren. Als estadis més avangats, les cel lules tumorals disseminen a partir de les
metastasis establertes als noduls limfatics cap a llocs distants, on formen metastasis secundaries. Es
possible que aquesta capacitat ’hagin adquirit en Pambient dels noduls durant la seva estada. Com
a resultat, la metastasi tumoral depén de la preséncia de metastasis als noduls limfatics. La
disseminaci6é per la sang pot produir-se a partir del tumor primari, de les metastasis als noduls
limfatics o a partir de metastasis distants. Aixo s’esdevé en pacients que desenvolupen metastasis a
altres organs, mentre que els noduls limfatics no presenten tumor, com en les pacients amb cancer
de mama. La disseminaci6 per la sang sembla produir-se als estadis inicials de la progressié tumoral.
(Reproduit de Pantel & Brakenhoff, 2004).
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terme per Holmgren 1 col laboradors, observaren que la inhibici6 sistémica de
I’angiogeénesi mantenia les micrometastasis en un estat de dormici6 que consistia en
l'assoliment d’un equilibri entre proliferacié 1 mort cel lular, de la qual cosa desprenien
que la supressié angiogenica limita el creixement del tumor a través d’un augment de
I’apoptosi.®? Acabaven hipotetitzant, doncs, que “les micrometastasis poden sortir de
lestat de dormicié mitjancant I'increment de llur nivell d’activitat angiogenica”, 1 que
aixo pot esdevenir-se per “com a minim dos mecanismes generals: la desaparici6
d’inhibidors angiogenics circulants (per exemple per la resseccié d’un tumor primari); 1/
o el canvi cap al fenotip angiogenic d’un subgrup de cel lules de la micrometastasi”.
Aquest mateix grup ha publicat diversos articles que reforcen aquesta idea amb I's de

diferents tumors 1 models animals.”%-73

Quant a la detecci6 d’aquestes cellules, basicament s’ha realitzat mitjangant
metodes d’immunohistoquimica 1 de PCR. En el cas del cancer de prostata basicament
els marcadors utilitzats per identificar CTDs per PCR han estat el PSA 1 les
citoqueratines, aquestes darreres per tal com identifiquen cel lules epitelials. La PCR,
pero, no sembla ser un metode prou acurat ja el que el soroll de fons 1 la possible
presencia de transcrits de citoqueratines al moll d’os no n’asseguren la fiabilitat per al
diagnostic.”#”> Malgrat tot, la immunohistoquimica també ha presentat alguns
problemes quant a la reaccié creuada d’algun dels anticossos utilitzats freqiientment per
als estudis amb CTDs.”® Gran part dels esforgos, doncs, s’han centrat a fixar un protocol
més o menys universal per al marcatge de G'TDs mitjangant una immunohistoquimica

amb citoqueratines.”’

Epiteli ductal

normal 5 models serial 1 parallel de
Evolucié EVO|UCI6i I'evolucié tumoral 1 la metastasi.

clonal paral'!ﬁ En el model de Tesquerra, la
\'J\/-L’ —"\J\/V progressio fins a la metastasi es
produeix a través de Pevolucio

clonal de tal manera que la

Lesio % majoria de les propietats del tumor
proliferativa a primari es trobaran a les cel lules
tumorals  disseminades. L’altre

Figura 16: Esquema sobre els

model suggereix que les cel lules

que donen lloc a la malaltia
Tumor

X . metastatica se separen aviat del
primari

tumor primari 1 evolucionen més o
menys independentment  del
tumor primari. (Reproduit 1

Metastasi adaptat de JW Gray, 2003).
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El grup de Klaus Pantel, un dels més reconeguts en aquest camp, va dur a terme
estudis de fenotipaci6 i caracteritzaci6é biologica d’aquestes CTDs.”®79 També aquest
grup va descriure que la quimioterapia no elimina totalment les cel lules positives per
citoqueratina al moll d’os en pacients amb cancer de mama d’alt risc 1 associaren la
preseéncia d’aquestes cel lules amb un mal pronostic.?” De fet, la deteccié de cél lules
tumorals disseminades a moll d’os —un dels organs on s’ha descrit que aquestes cel lules
tenen una preferéncia per fer-hi la nidificaciG—?*! ha estat estudiada com a possible
factor pronostic en diversos tipus de cancers, inclosos els de prostata i mama.?>-% En llur

estudi amb pacients amb cancer de prostata, Lilleby 1 col laboradors van fer ts d’una

Aspirats de raoll d'os presos
de la emsta liaca superior

L Vs T
7 0 N Mall dos = 1
/ f —ml B |
P~

MNCs

Gradient — s———— e

de Ficoll

Tineid de citoquertina arab
Cerva de ¢él hales huraorals Yanticds vaiE A45-B /B3

-a. - \\ﬂ
| A

2 x 108 MNCs

Nature Reviews | Cancer

Figura I7: El cribratge del moll d’os a la recerca de cel lules tumorals disseminades als pacients amb
tumors epitelials implica analisis immunohistoquimiques. El procés comenga amb I'Gs de gradients de
densitat per aillar cel lules mononucleades (MNCis), que contenen la fracci6é de cél lules tumorals. Es fa
us d’anticossos monoclonals anticitoqueratina per identificar les cel lules epitelials tumorals. La majoria
d’'investigadors utilitzen una combinaci6 de diferents anticossos anticitoqueratina o bé un anticos
anticitoqueratina d’espectre ampli, ja que algunes citoqueratines particulars poden estar regulades a la
baixa en alguns tumors epitelials com els carcinomes de mama. El procés de cribratge és llarg 1 tedios 1 es
podria simplificar amb un sistema d’analisi per imatge automatitzat. Les dues fotografies mostren
exemples representatius de tres cel lules que estan tenyides amb Panticos anticitoqueratina A45-B/B3.

(Adaptat de Pantel & Brakenhoff, 2004).
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combinacié de dos anticossos pancitoqueratina.?> L’estudi concloia que és possible
definir un grup de pacients amb un risc elevat de desenvolupar metastasis en funci6 de
la presencia de cel lules positives per citoqueratines al moll d’os en individus que han

rebut un tractament localitzat.

Draltra banda s’ha descrit la presencia de CTDs a moll d’os i sang periférica en
individus amb cancer de prostata clinicament localitzat,®! de la qual cosa els autors del
treball desprenen que la disseminaci6 de cel lules tumorals a partir del tumor primari és
un fenomen primerenc en la progressi6 tumoral, conclusi6 que en certa manera, 1
malgrat que les C'I'Ds no sén considerades ortodoxament cel Jules metastatiques, també

questiona la hipotesi classica sobre I’adquisicié d’un fenotip metastatic a llarg termini.

Woelfle 1 col laboradors van publicar un treball en qué van analitzar els molls
d’os de pacients amb cancer de mama per trobar-hi C'TDs mitjangant un marcatge amb
citoqueratines.®® Un cop establerts els grups de pacients amb CTDs, van realitzar
mucroarrays dels tumors primaris 1 van comparar els dos grups. Van trobar que hi havia
una signatura genica relacionada amb la disseminacié de cel lules tumorals al moll d’os 1

que aquesta signatura estava caracteritzada basicament per una supressio genica.

1.1.6 Models animals i cel-lulars de cancer de prostata

Per estudiar la progressi6 del cancer de prostata s’han utilitzat diferents
alternatives, entre les quals hi ha I'as de linies cel lulars derivades tant de tumor com de
metastasis de cancer de prostata aixi com models animals.

Hi ha diverses linies cel lulars de prostata de les quals les més emprades (també
en el present estudi) séon les anomenades LNCaP, PC-3 1 DUI45, descrites als anys 80.
87-89 Cap de les tres no és una linia estrictament de cancer de prostata sind que les tres
deriven de metastasis de cancer de prostata a diferents organs. En el cas de LNCaP, la
linia deriva d’un aspirat de metastasi al nodul limfatic supraclavicular d’un home de 50
anys.®” Es una linia hormonodependent, i les céllules sén positives pel receptor
d’androgens 1 el d’estrogens. La PC-3, que és una linia que no respon a hormones,
deriva d’una metastasi ossia d’'un adenocarcionoma de prostata de grau IV d’'un home
de 62 anys.?® Finalment, la DUI45, que és tant hormonoindependent com insensible a
hormones quant al creixement, va ser derivada duna metastasi a cervell d’un
adenocarcinoma d’un home de 69 anys el 1975.%

La generacié de models animals permet un estudi més precis de I’evolucié de la

malaltia 1 s’han destinat nombrosos esfor¢os per desenvolupar models animals que
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LNCaP

PC-3

Figura I8: Immunofluorescéncia pel receptor d’androgens (AR)sobre les linies LNCaP 1 PC-5.
L’anticos utilitzat detecta una regié central de la proteina. LNCaP presenta marcatge nuclear 1 PC-3
no. En blau, els nuclis marcats amb TOPRO-3. A la dreta el solapament.

reprodueixin la malaltia d’'una manera fiable (per una revisi6 sobre el tema llegiu
Sharma & Screiber-Agus, Oncogene 18:5349). En aquest sentit, s’han generat models
per diversos mecanismes com la transgenesi en el cas del ratoli TRAMP ° el knock-out de
diferents gens (com el model muri de Anockout especific de prostata de Plen, en que el
cancer progressa des de PIN a adenocarcinoma invasiu i metastasic,”! o nuls per p27,
per exemple), la injeccié (ortotopica o no) de linies cel lulars derivades de cancer de
prostata o de metastasis de cancer de prostata com CWR22, LAPC, LuCAP,”** o
I'expressié for¢ada d’oncogens com RAS o BCL2 mitjancant la introduccié de vectors.
També s’han observat soques de rates que desenvolupen la malaltia de manera
espontania, com és el cas de les Dunning R-3327,% les rates Noble (NR),% les Lobund-Wistar,
971 el 5% de les rates ACI/seg, que als 24 mesos d’edat desenvolupen carcinoma prostatic
amb capacitat metastatica.”® Tanmateix, la prostata del ratoli és anatdomicament diferent
de la humana, i el xenotrasplantament de teixits cancerosos de prostata humans a
ratolins nusos ¢és més complicat, ateses les variables metodologiques d’arrelament,
manteniment al llarg dels passatges 1 emulaci6 de la progressié tumorigenica, 1 I'elevada
dificultat quant a la identificaci6 1 implantaci6 de les cel lules a la prostata dorsal.

El grup de la Dra Marie-France Poupon va desenvolupar un model de cancer
de prostata en ratolins nusos que recapitula tots els aspectes de la malaltia, el model

PAC-120  (Prostate  AdenoCarcinoma  120).*  Aquest model consisteix en un
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xenotrasplantament de tumor prostatic
huma procedent d’una reseccio
transuretral d’un  adenocarcinoma
primari de prostata. El tumor es manté
mitjancant el trasplantament subcutani
seriat de fragments tumorals de 5 x 5
mm a ratolins mascles Swiss nude. Es
tracta d’'un tumor hormonodependent,

que reprodueix el comportament del

cancer de prostata huma pel que fa al

. . pas de I’hormonodependéncia a
Figura 1I9: Model subcutani del xeno-

trasplantament de cancer de prostata PAC-120. El ’hormonoindependencia quan se sotmet

tumor, hormonodependent, ¢és trasplantable de g tractaments antiandrogenics  (sigui

manera seriada a ratolins nusos mascle. ., L. ., ’ .
castracié quimica o quirurgica). Es a dir,

es pot inhibir el seu creixement
mitjancant la utilitzaci6 d’antagonistes de I’hormona alliberadora de gonadotropina
——com el FE 200486— o bé de castracions quirargiques, pero, amb el temps, el tumor
es fa resistent i creix independentment dels estimuls antiandrogénics. Es, per tant, un
bon model per estudiar el mecanisme de ’hormonodependencia. El PAC-120 presenta el
mateix immunofenotip que el tumor original (positiu per queratines, vimentina, fosfatasa
acida prostatica 1 Leu-7) 1 expressa els gens HOXBY, HOXA4, HER-2/neu 1 el del PSA.
Malgrat que no s’han observat metastasis, si que s’han detectat transcrits humans als

pulmons dels ratolins mitjangant RT-PCR. *9

1.2 Cél-lules mare

1.2.1 Generalitats

El terme anglosax6 stem cell, literalment ‘cel lula troncal’, 1 discutiblement traduit 1
ampliament estes com a ‘cel lula mare’, fa referéencia a un tipus cel lular que presenta
basicament les seglients caracteristiques: té capacitat de donar lloc a altres tipus
cel ulars a través d’un procés de diferenciacio; alhora té capacitat d’autorenovar-se, €s a
dir de donar lloc a una cel lula filla idéntica a ella mateixa; 1 pot viure 1 proliferar durant
llargs periodes de temps —a la practica, durant tota la vida de I'individu. Hom fa una
distinci6 principal entre dos tipus de cel lules mare: les embrionaries i les adultes. Pel
que fa a les adultes, el teixit en qué han estat més 1 més ben estudiades ¢és el sistema

hematopocétic, on s’han aillat tant de ratolins com d’humans.”-!1%2 En aquest cas les
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cellules mare s’han pogut m
caracteritzar fenotipicament 1 s’ha
.

pogut demostrar la seva capacitat per o AL
regenerar el sistema hematopoetic S atsve
després d’irradiar letalment ratolins B e A— Mo ool
recipients. D’altres treballs han anat \ T
més enlla, tot demostrant que @) .
aquestes  cel lules mare hema- ® éﬂm

N Bone martow
topoetiques poden donar lloc a altres S snoma co
tipus cellulars com cellules A; , s
hepati 103,104 o] - - /! B
epatiques,'’>'%* cel lules neuronals,
105 o cellules epitelials del fetge, )
pulmo, tracte gastrointestinal 1 pell. E— .

| ——
Cél lula glial

Figura I10: Esquema que il lustra la plasticitat de les
cel lules mare adultes. (Adaptat del NIH).

1.2.2 Cél‘lules estromals multipotents (cél-lules mare mesenquimals)

Les cel lules mare mesenquimals sén cel lules que presenten les caracteristiques
habituals de les cel lules mare —¢s a dir, viuen durant llargs periodes de temps, es poden
autorenovar 1 poden diferenciar-se a altres llinatges— tot 1 que la seva capacitat per
diferenciar-se a altres tipus cel lulars no és total, sin6 que fins ara només s’ha descrit la
diferenciacié a uns pocs llinatges cel lulars. Es per aixd que hom les anomena cél lules
mesenquimals multipotents. Malgrat aixo, aquest terme tampoc no sembla massa
adequat ni precis, ja que el mesénquima és el teixit connectiu embrionari que
practicament no es troba als adults 1 del qual deriven el teixit conjuntiu, ’esquelet dels
vertebrats, el sistema circulatori 1 bona part dels musculs. En canvi, les cel lules
multipotents “mesenquimals” no donen lloc a cel lules del sistema hematopoetic. Ates
que les cel lules ampliament anomenades MSC (de I'angles ‘Mesenchymal Stem Cell’)
son multipotents 1 s’han trobat en diversos teixits com el muscul 1 el teixit adipés, s’ha
proposat el terme cel lules estromals multipotents, que sembla més adequat 1 que
conserva les inicials MSC (en angles ‘Multipotent Stromal Cell’).

L’estudi 1 descobriment d’aquestes cel lules multipotents va comengar els anys
60 1 70 amb els treballs de Friedenstein 1 col laboradors, que descrigueren cel lules
estromals clonals procedents del moll d’os que s’adherien al plastic.!”-!'3 Els estudis

primerencs van demostrar que aquestes cellules formaven unitats formadores de
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colonies de fibroblasts (F-CFU), pero també la seva capacitat per diferenciar-se a
osteoblasts, condroblasts 1 adipocits sota unes condicions experimentals i ovitro
determinades. Més tard diversos laboratoris van confirmar la plasticitat 1 la
multipotencialitat de les cel lules estromals de moll d’os amb cultius originats a partir de
cel ules tiniques clonades. Rapidament es va veure que només calien petits canvis en el
medi per tal d’afavorir una diferenciacié a un llinatge o a un altre, cosa que subratllava
la plasticitat d’aquestes cel lules. També es van realitzar experiments i viwo amb animals
que demostraven la importancia del microambient —novament— per la diferenciaci6
de les MSC. Un exemple d’aixo és el treball de Liechty 1 col laboradors en que la
injecci6 de MSC humanes derivades del moll d’os a la circulaci6 d’un fetus d’ovella
durant la gestaci6 primerenca produia I'arrelament d’aquestes cel lules en molts teixits
fins a 13 mesos després del trasplantament 1 aquestes cellules es diferenciaven a
condrocits, adipocits, miocits 1 cardiomiocits, cel lules estromals del moll d’os 1 estroma

timic als seus respectius organs o teixits.!*

S’han dedicat molts esfor¢os a la identificaci6 1 caracteritzaci6 d’aquestes
cel lules estromals multipotents tant al moll d’os com a altres teixits, buscant uns
marcadors més o menys universals que en permetin la identificacié sense ambigtitats
viwo. En aquest sentit, s’han establert uns certs criteris minims,'!'> que so6n lleugerament
diferents per a cel lules humanes 1 murines. Aquestes diferencies rauen basicament en els
marcadors que so6n propis de les unes 1 de les altres. En el cas de les murines, alguns dels
marcadors descrits son Cd29, Cd44, Cd81, Cd106 i Sca-1.1' En el cas de les humanes,
aquestes han d’expressar CD73, CD105 1 CD90 1 no expressar CD45, CD34, CD14 o
CDI11b, CD79a o CD19 1 HLA-DR. Tanmateix, aquests marcadors poden variar en
funcié del teixit 1 de les condicions de cultiu d’aquestes cellules. Pero els criteris
d’adhesid en plastic sense cap medi especial 1 potencial de diferenciacié als llinatges
descrits son valids tant per les humanes com per les murines.

Com s’ha esmentat anteriorment, les MSC s’han trobat en diversos teixits a
banda del moll d’os —on val a dir que encara és el teixit on han estat més ben
estudiades—, i aquests inclouen el cordé6 umbilical,''7!® la placenta,!'? el liquid

1,124 ¢l

amniotic,'? el cor,'?! el muscul esquelétic,'? el teixit adipos,'?? el teixit sinovia
pancrees,'? i també s’han trobat circulant en sang.!?%!?7 La freqiiéncia amb que es
troben aquest tipus de cel lules no esta clara 1 podria variar a cada teixit, pero al moll
d’os es calcula que hi ha unes 10 MSC per cada mili6 de ceél lules totals del moll d’os.!?8

Un dels aspectes de les MSC que ha suscitat més interes és el seu potencial
terapcutic per regenerar teixits 1 el seu Us potencial en la terapia génica, atés que es
poden expandir molt en cultiu —tot i que encara es busca la millor manera de fer-ho.!?

Diversos estudis han demostrat la migracié d’aquestes cel lules i 'arrelament a diferents
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organs en models animals pero també en trasplantaments humans. A més, les MSC
presenten unes propietats immunomodulatories que les han fet atractives com a terapia

130,131 Diversos

per malalties autoimmunes, ja que les MSC eviten el rebuig al logenic.
estudis clinics han indicat la validesa de 1'as d’aquestes cel lules per a la regeneraci6
tissular. Un exemple d’aixo séon els treballs fets amb pacients amb osteogeénesi
imperfecta, en que el trasplantament directe de MSC o bé el trasplantament autoleg de

MSC modificades préviament per terapia geénica han donat resultats prometedors. 32133
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Figura I11: Esquema que representa els tipus de cel lules progenitores que es troben al moll d’os 1
els tipus cel lulars als quals poden donar lloc. S’hi inclouen les cel lules multipotents estromals.
(Adaptat de 'NIH)

1.2.3 Cél‘lules mare prostatiques

Quant a la presencia de cel lules mare a la prostata, aquest ha estat un tema lligat
al seu rol en el cancer, pero també al desenvolupament. El 1989, Isaacs 1 Coffey van
proposar un model de cellules mare jerarquic per a l'epiteli prostatic, en el qual
suggerien que les cel lules mare de tot 'epiteli prostatic estan situades al compartiment
basal.!?* Per divisi6 asimétrica aquestes cél lules s’autorenovarien i donarien lloc a una
cel lula progenitora ensems, la qual formaria I'anomenada poblaci6 d’amplificacié
transitoria 1 s’encarregaria del desenvolupament de Pepiteli. De fet, aquest model era

consequiencia d’altres treballs anteriors en qué havien observat que la castracié de rates
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provocava l'atrofia de la glandula prostatica per I'apoptosi de les cel lules prostatiques
luminals diferenciades, que depenen dels androgens per a la viabilitat, pero un subgrup
de cel lules basals sobrevivia.!?> Tanmateix, si es tornava a subministrar androgens, la
glandula es regenerava 1 recuperava la funcié secretora normal. El grup d’Isaacs va
demostrar que aquests cicles d’involuci6 1 regeneraci6 es podien repetir diverses vegades
sequiencialment, cosa que els feia creure que hi havia d’haver una poblaci6 de cel lules
mare amb gran capacitat per a lautorenovaci6 i la diferenciacié a la prostata.!s®
Aquestes observacions van fer arribar a la hipotesi tradicional que les cel lules mare de
la prostata es troben al compartiment basal.'3 Aquesta hipotesi és recolzada pel fet que
els ratolins nuls per 63, que és un marcador de cel lules basals, neixen sense prostata o
sense glandula mamaria.'3”-1*! Algunes proves més en aquest sentit van arribar amb el
treball i vitro de Hudson 1 col 1laboradors en que avaluaven I’heterogeneitat proliferativa
de cultius primaris de cel lules epitelials de prostata 1 el que ells van descriure com la
seva capacitat pluripotencial.'*? Van Leenders i1 Schalken, que ja havia proposat que les

céllules luminals i les basals tenen un origen comq,!*

van exposar un model de
diferenciacié a Pepiteli prostatic. '** Aquest model es basa en les observacions sobre

lexpressié de citoqueratines (CK) especifiques de cel lules basals 1 luminals durant el

Figura I12: Tincions immunohistoquimiques per p63 sobre dues prostates humanes (A-B i C-D) a
diferents augments realitzades durant la present tesi. Noti’s que el marcatge és generalitzat a les cel lules
glandulars basals. Escala: 200 pm
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desenvolupament fetal i adult de la prostata.'*-'*7 El model proposa basicament que hi
ha un subgrup de cel lules mare que es troben al compartiment basal 1 que presenten un
fenotip K5*7*/147*/18*. Aquestes cel lules donarien lloc a cel lules diferenciades que
perdrien l'expressio de les citoqueratines basals 1 adquiririen un fenotip luminal.
Diferents treballs han suggerit també que les cel lules basals poden donar lloc a les
luminals in vitro.'*8150 Les ceél lules basals humanes també expressen BCL-2, una
proteina antiapoptotica que és expressada de manera comuna per les cel lules mare
tissulars.!?! I també s’han utilitzat marcadors préviament descrits per identificar cel lules
mare hematopocetiques com el CD133, que sembla identificar unes poques cel lules del
compartiment basal de la glandula prostatica.!>? Tanmateix, els experiments de retenci6
de BrdU realitzats per Tsujimura 1 col laboradors van mostrar que les cel lules que
retenen BrdU a llarg termini es localitzen a una regi6 especifica de la glandula que és
proxima a la uretra.'”® Aquesta regié presenta una amplia banda de cel lules de muscul
llis que soén morfologicament diferents 1 que secreten alts nivells de TGFf, factor que
podria promoure la quiescéncia de les cél lules mare,!™* la qual cosa fa que aquesta sigui
una localitzaci6 probable de les cel lules mare prostatiques. A més, tant les cel lules
basals com les luminals de la regi6é proximal de la prostata retenen el BrdU després de
molts cicles d’ablaci6 androgenica i readdici6 d’androgens, cosa que suggereix que les
cel lules mare no estan
Diferenciacié exocrina

restringides a la capa basal.
Les cel lules d’aquesta regio
presenten una activitat de
creixement més elevada

vitro 1w ovwo, 1 els . :a i @
trasplantaments  seriats Cél-lula mare Céllula intermitja \

demostren que  aquestes

cel lules poden autorenovar-

se per regenerar el teixit

prostétic com a minim 4 Diferenciacié neuroendocrina

153,155
vegades. Figura I13: Model de diferenciaci6 de cel lules mare a

Pepiteli prostatic. Una poblacié de cel lules mare (K5++/14
++/18++) a la capa basal dona lloc a ceél lules intermedies
basals (K5++/18+). Per un procés de proliferaciéo 1

translocacié apareix un segon tipus de céllula intermedia
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caracteristica llarga vida de les cel lules mare. El grup de Coffey va observar que,
malgrat que Pactivitat telomerasa era nul la en extractes de prostates de rata normals,
aquesta s’activava després d’una castraci6.!®® Aixi mateix, la readministraci6 de
testosterona feia desapareixer de nou lactivitat, per la qual cosa concloien que els

androgens en regulen I'activitat.

L’any 2003, el grup de Noel W. Clarke presentava un nou metode per aillar
cél lules mare putatives de la prostata basat en la citometria de flux.!”” Basicament es
tractava de I'aillament de cel lules de la side population (SP), un metode descrit previament

per M Goodell,'?® tema que sera discutit amb més profunditat en un apartat posterior.

Figura I14: Immunofluorescencies fetes durant la present tesi sobre talls de prostata humana
parafinats per les citoqueratines 14, 18 1 5 (K14, K18 1 K5, respectivament). Observi’s que les
citoqueratines 14 1 5 marquen cel lules basals 1 1a 18 marca les luminals.
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Bhatt 1 col laboradors van ser capacos d’adaptar el protocol per aillar cel lules SP de
teixits primari de prostata 1 van trobar que aquests presentaven un 1,38% % 0,07%
(n=19) de cel lules de la SP. 157

Les vies classiques de desenvolupament no han quedat exemptes d’estudi. La via
de Hedgehog, essencial en la formacié de patrons durant el desenvolupament,' juga un
paper important en el desenvolupament, progressio i metastasi del cancer de prostata.'®
Curiosament, tres grups independents van arribar alhora a conclusions semblants pel
que fa a la via de Hedgehog 1 a la seva implicaci6 en la proliferaci6 del cancer de
prostata.>® 160161 Els tres, utilitzant aproximacions diferents, arribaren a la conclusié que
la inhibici6 de la via de Hedgehog provoca una inhibici6 de la proliferaci6 del cancer de
prostata. Tanmateix, I'article de Karhadkar 1 col laboradors va més enlla, tot
demostrant que en el seu model, la inhibici6é de la via de Hedgehog en ratolins després
de la castraci6 impedeix la regeneracid6 prostatica, que la via esta fortament
correlacionada amb I'aparici6 de metastasis, que és necessaria per a I’expressié de gens
relacionats amb les cel lules mare com la nestina 1 el gen de la familia dels Policomb,
Bmi-1, 1 que I'expressio6 forcada de la via provoca la transformacié maligna d’un subgrup
de cellules prostatiques progenitores. Acaben concloent, doncs, que l'aparicié del
cancer de prostata podria ser consequencia que una cel lula mare quedés atrapada en

un estat d’autorenovaci6 constant dependent de Hedgehog.!®°

1.2.4 Cél-lules mare canceroses

El concepte de cel lules mare canceroses va ser proposat en un ja classic text del
2001 del grup d’Irving L. Weissman.'%? En aquest s’evidencien les similituds entre les
cel lules mare 1 les cel lules tumorals 1 es recopilen 1 s’exposen les proves que recolzen el
concepte. Reya 1 col laboradors comenten que moltes vies que classicament s’han
associat amb el cancer també estan relacionades amb el desenvolupament normal de les
cel lules mare, 1 postulen que si les vies de senyalitzacid que normalment regulen
I’autorenovaci6 porten a la tumorigeénesi quan es desregulen, llavors les cel lules mare
son les dianes de la transformacié en determinats tipus de cancer, idea que ja s’havia
insinuat a d’altres treballs.'%316* També argumenten que les cél lules mare tenen la
maquinaria d’autorenovacié activada d’'una manera constitutiva, 1 que mantenir aquesta
activaci6 és més facil que activar-la de novo en una cel lula més diferenciada, la qual cosa
comporta el fet que es necessiten menys mutacions per mantenir I’autorenovaci6é que no

pas per activar-la ectopicament. A més també expliquen que mitjangant aquesta
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autorenovaci6 les cel lules mare viuen durant periodes de temps molt llargs, cosa que fa
que tinguin moltes més probabilitats d’acumular mutacions que una cel lula madura.
Aquesta analogia amb l'autorenovacié de les cel lules mare normals 1 les cel lules
tumorigeniques canceroses també es posa de manifest si es té en compte que molts
tumors tenen un origen clonal.!91% Per aquesta rad, les ceéllules canceroses
tumorigeniques han de donar lloc a una progenie fenotipicament diversa, amb cel lules
canceroses amb un potencial de proliferaci6é indefinit, 1 cel lules canceroses amb un
potencial proliferatiu limitat o nul, és a dir que mostren un grau de diferenciacid
diferent, el mateix que passa amb les cel lules mare normals. Per aixo exposen que “les
cel lules tumorigeniques poden pensar-se com a cel lules mare canceroses que pateixen
un procés aberrant 1 poc regulat d’organogenesi analeg al que fan les cel lules mare
normals”. També proposen que les cel lules tumorals disseminades —de les quals s’ha
parlat anteriorment— poden identificar-se amb cel lules mare canceroses, que
disposarien doncs d’un potencial metastatic. La resisténcia als farmacs per part dels
tumors també hi és discutida: I’adquisicié d’aquesta resisténcia a mesura que el tumor
evoluciona és una possibilitat, pero també podria ser que els tractaments actuals no
fossin efectius contra aquestes cel lules mare canceroses. En aquest sentit, ’expressio de
transportadors de la familia ABC (ATP-binding casselte) amb funcions en el bombeig de
diferents compostos entre els quals farmacs anticancerosos, hi juga un paper crucial,!'®’
paper que es discutira més endavant. Acaben concloent que “per tal de curar el cancer

és necessari 1 suficient matar les cel lules mare canceroses”.

Des de la publicacié d’aquest article han estat molts els intents —alguns més
reeixits que altres— de donar suport a aquesta teoria mitjangant I’estudi de diferents
tipus de tumors 1 enfocant la identificaci6 d’aquestes cel lules de diferents maneres. Aixi

doncs, s’ha parlat de ceél lules mare canceroses entre d’altres en els cancers de colon,'6

169

de mama,'%? en leucémia!’? i en el cancer de prostata, que es revisara tot seguit.

1.2.5 Cél‘lules mare canceroses prostatiques

La idea que el cancer de prostata pot originar-se a partir de cel lules mare
prostatiques es deu a diferents observacions, sobretot amb aquelles relacionades amb la
transici6 a lestat d’hormonoindependéncia discutit anteriorment. La progressio a
I’hormonoindependéncia ha portat a pensar que els tumors de prostata contenen una
petita poblacié de cel lules que son independents d’androgens per sobreviure 1 proliferar
i que no es veuen afectades, doncs, per la retirada d’androgens.!’! Per tal com les
cel lules mare prostatiques son independents d’androgens, és logic de pensar en elles

com l'origen d’aquestes cel lules canceroses, 1 diversos estudis recents recolzen aquesta
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hipotesi. Collins 1 col laboradors van descriure que la subpoblacié de cel lules
canceroses prostatiques humanes amb el potencial proliferatiu més elevat in vitro és
negativa pel receptor d’androgens i presenta un perfil CD44% apficevat CD133",
caracteristic de cellules mare prostatiques normals, juntament amb I'expressio de
citoqueratines de cél lules basals.!”? Tot 1 que hom pensa que, a priori, les cél lules mare
prostatiques han de ser negatives pel receptor, alguns autors no han arribat a la mateixa

conclusio.!”3

Patrawala 1 col laboradors, mitjancant I"as de diferents linies 1
xenotrasplantaments han demostrat que la poblaci6 de cel lules CD44" dels seus models
té una activitat proliferativa més elevada m wiro, 1 que m vwo presenta una activitat
iniciadora de tumor i metastatica més elevada.!”!”> Préviament ja havien descrit la
presencia d’una side population en un xenotrasplantament de cancer de prostata i

176 conceptes relacionats

I'expressi6 &’ABCG2 a diverses linies de cancer de prostata,
també amb les cel lules mare canceroses de que es parlara més endavant. Les cel lules
CD44* també eren negatives pel receptor d’androgens 1 presentaven nivells d’'mRNA

més elevats de gens “troncals” com ara OCT3/4, BMI1, B-Catenina 1 Smoothened.

Ls de models animals ha permes realitzar estudis sobre I'inici de la malaltia. Per
exemple, en el model muri de knockout especific de prostata de Plen, descrit anteriorment,
tot 1 que el Cre mitjanca la deleci6 de Pren tant a les cel lules luminals com a les basals, la
progressi6 de la malaltia s’associa amb una expansié desproporcionada de cel lules
basals. Aquest fenomen indica que en aquest model el cancer pot ser iniciat 1 mantingut
per cel lules primitives de la poblaci6 basal.!”” També en el knockout especific de prostata

178 ja que els

Rb/p53, el tumor sembla iniciar-se per un subgrup de cel lules primitives,
neoplasmes primerencs expressen Ustem cell antigen-1 (Sca-1) a la regi6 proximal de la
glandula —’expressié del qual ja s’havia descrit que identifica cel lules mare a la regio
proximal dels conductes prostatics.!” Tanmateix, a diferéncia del model de knockout per
Plen, les cellules que comprenen aquestes lesions expressen marcadors luminals 1
neuroendocrins pero son negatives per marcadors de cel lula basal com la citoqueratina
5. A més, els autors van observar que tant les cellules proximals com les distals
regeneraven els tumors quan eren collocades sota la capsula renal de ratolins

immunodeficients, cosa que suggeria que hi ha factors microambientals tnics a la regio

proximal de la glandula que podrien promoure la formacié del cancer en aquest model.
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1.3 La poblacio SP

1.3.1 Generalitats

La side population (SP), és un conjunt de cel lules discriminat per citometria de flux

amb capacitat per bombejar certes drogues, xenobiotics, hormones 1 altres compostos.

Va ser descrita per Margaret A. Goodell, que va demostrar que aquest assaig discrimina

una poblaci6 cel lular al moll d’os dels ratolins que representa un 0,05% del total pero

que esta enriquida unes 1000 vegades en cel lules mare amb potencial de repoblacié

vivo. 198 Establi la poblacié a partir d’un assaig de citometria de flux en qué es féu s d’un

colorant vital, el Hoechst 33342, d’emissi6 dual en el vermell 1 el blau, i van observar la

capacitat de les cel lules per extreure’l o retenir-lo. L’aparicié en el citograma d’una

poblaci6 majoritaria i una “cua” lateral deguda a la baixa incorporacié de colorant va

propiciar-ne el nom. A més, també va descriure que I’addici6é de verapamil, un inhibidor

de proteines de resisténcia a
multidrogues, feia desapa-
reixer la poblacio, la qual
cosa indicava que la
poblaci6 SP és deguda a la
presencia  d’alguna  pro-
teina de resisténcia a
mutidrogues (mdr) o

semblant.

Cins anys més tard,
Zou 1 col laboradors descri-
vien que el principal
responsable de la poblaci6
SP és el transportador
ABCG2 o Berpl.'® El
grup previament havia
descrit que la transduccio
de la glicoproteina P (Pgp),
un transportador de
membrana plasmatica
codificat pel gen MDRI
que es troba en cellules

hematopoetiques,!'8!

G2/M

y T T
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Figura I15: Citograma d’una analisi de side population. A
I'esquerra s’observa la cua que compren la poblacié cel lular
que ha incorporat menys colorant i que per tant presenta menys
fluorescencia pel Hoechst vermell i el blau. Al centre hi ha
I’anomenada “poblaci6é principal”, que compren les cel lules
que han incorporat el colorant i que es troben en G0O/G1. A
sota d’aquestes hi ha les que entren en apoptosi, 1 a sobre les
que estan en fase S. Més amunt les que es troben en G2/M.
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comportava una expansié del conjunt de cél lules mare,'? lligada amb un augment de
la side population.'® En aquest nou treball, pero, van demostrar, mitjancant I'Gs de de
ratolins amb disrupcions als gens mdrla 1 mdrlb, que Pgp no era necessaria per al fenotip
SP, ja que els ratolins mutants no presentaven difereéncies pel que fa als percentatges de
la SP respecte dels ratolins control. L’estudi de diferents transportadors de membrana
per rtPCR en cel lules SP separades a partir de ratolins normals i mutants Mdria /16 els
va dur a descriure que les cel lules mare hematopoetiques murines expressaven nivells
alts de Berpl. La transfeccid6 d’ABCG2 en cel lules d’osteosarcoma provocava un
augment del bombeig de Hoechst, que podia ser inhibit per la reserpina, inhibidor
funcional de diversos transportadors ABC. La transducci6 retroviral d’un altre vector,
HaBCRP, a cultius de cel lules hematopoétiques normals murines va fer augmentar la
cua de la SP fins un 60% després de 12 dies en cultiu. La injecci6 d’aquestes cel lules
transduides a ratolins irradiats letalment va confirmar els resultats. La relacié entre el
fenotip SP 1 PABCG2 va acabar d’establir-se mitjangant el marcatge amb un anticos
contra un domini extern de '’ABCG2 en cel lules vives tenyides per I’assaig SP. Aquest
marcatge va demostrar una forta correlaci6 entre I'expressié d’ABCG2 1 la poblacio SP, 1
la intensitat de marcatge d’ABCG2 incrementava a mesura que hom es movia
distalment a la porcié SP, és a dir, hi havia més intensitat de marcatge a la zona més
allunyada de la cua. Val a dir, pero, que el grup de Torok-Storb va publicar uns resultats

molt semblants només quatre mesos després.!8*

La combinaci6 dels marcadors descrits per identificar cellules mare
hematopoétiques amb capacitat per repoblar a llarg termini'®! i I’assaig SP va ser duta a
terme pel grup de Dominique Bonnet, que va demostrar que les cellules
hematopoetiques de la SP presenten un fenotip c-Kit*, Sca-1*, Thy-1*, Cd31*, Cd135-1
lineage-. 18

Tot 1 aixo, la poblacié SP és una poblacié heterogeénia 1 depen de parametres tant
experimentals com inherents a les mostres d’estudi,'®-18 la qual cosa exigeix que les

condicions experimentals per a I’assaig es posin a punt a cada laboratori.'®

1.3.2 ABCG2

El fenotip SP basicament el confereix la presencia a la membrana cel lular de
transportadors transmembrana del tipus ABC (ATP binding cassette). Aquests
transportadors utilitzen ATP (adenosin-trifosfat) per bombejar els substrats fora de la
cel lula. Com s’ha comentat anteriorment, el principal responsable del fenotip SP és el

190

transportador descrit per Gros,'”" que el grup de Douglas D Ross va anomenar Breast
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Cancer Resitance Protein (BCRP).19! El gen BCRP, que va ser descrit en la linia cel lular de
cancer de mama MCF-7/4drVp, codifica per un transportador transmembrana de
xenobiotics que esta relacionat amb la resistencia a doxorubicina, mitoxantrona 1

daunorubicina, !

tres farmacs d’is corrent en quimioterapia. El Comite de
Nomenclatura de Gens Humans va donar-li el nom formal d’ABCG2, el segon
transportador de la subfamilia G (white) dels ABC. I’homoleg muri va ser descrit 'any
1999 en un treball en que es demostrava la seva sobrexpressié en fibroblasts murins
seleccionats amb topotecan, doxorubicina 1 mitoxantrona 1 es remarcava la similitud
funcional amb el gen huma.!”? La proteina presenta un domini d’uni6é a ’ATP i un
domini transmembrana, mentre que la majoria de transportadors de la familia en

presenten dos de cada, per la qual cosa se ’'anomena semi-transportador (half-transporter).

Per esdevenir funcionalment actiu, doncs, ha de formar un homodimer o homoligomer.
193,194

Quant al gen, s’estén unes 66 quilobases 1 conté 16 exons 1 15 introns. La major
part de la regié6 5 no traduida es troba a I'ex6 1. El gen huma presenta diferents
isoformes generades per empalmament alternatiu (‘alternative splicing’) 1 que estan

1957 el gen muri

expressades de manera diferent en diferents tipus de cel lules 1 teixits,
presenta diferents exons principals la regulacié dels quals podria dependre de promotors
diferents.!% El promotor de 'ABCG2 no té caixa TATA, presenta una caixa CAAT i
conté una illa CpG.!¥7 S’ha descrit que la metilaci6 d’aquesta illa CpG regula la
transcripcié d’ABCG?2 al carcinoma renal i al mieloma multiple huma.!¥%1%% El promotor
també conté un element de resposta a estrogens (ERE),2% tot i que els efectes descrits

dels estrogens sobre ABCG2 son variables.?01-203

1.3.3 Side population 1 cél-lules mare canceroses. El cas de la prostata.

El fet que les cellules de la side population bombegin drogues a través de
transportadors de la familia de resistencia a multidrogues va fer pensar que els tumors
humans podien contenir cel lules de la SP canceroses. El 2001, novament el grup de
Goodell va descriure que en un 80% dels pacients de leucémia mieloide que va estudiar
hi havia una poblaci6 SP CD45*CD34bax/negatin qye donava lloc a una poblacié de
cél lules mare hematopoétiques maligna i també als progenitors mieloides.?* Ateés que
aquestes cel lules també bombejaven farmacs antileucemics lipofilics, el grup concloia
que podia tractar-se de cellules mare leucémiques, possibles responsables de les
recidives. Una mica més tard, Hirschmann-Jax 1 col laboradors van descriure la

preséncia de cél lules de la SP en linies cel lulars de diferents tipus de tumors humans.?%
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Quant al cancer de prostata, els estudis de Bhatt havien descrit la presencia de
céllules de la side population a prostates humanes no tumorals.’”” Dos anys més tard,
Patrawala 1 col laboradors van descriure la preséncia d’una SP del 0,07% al
xenostrasplantament de cancer de prostata LAPC9, mentre que aquesta els resultava
indetectable a les linies LNCaP, PC-3 1 DU-145."75 Malgrat aixo, si que detectaven la
preseéncia d’unes poques cel lules positives per ABCG2 mitjangant citometria de flux o
immunofluorescencia. Després de comprovar que Peficiencia amb que les cel lules SP
tumorals 1 les no SP formaven tumor un cop injectades en ratolins nusos, van veure que
les cellules ABCG2* 1 les ABCG2- presentaven eficiencies semblants. Els resultats
indicaven que les cel lules SP tumorals comparteixen 'expressio de gens de cel lules
progenitores, presenten autorenovacio i séon capaces de donar lloc a cel lules no SP, totes

caracteristiques de cel lules mare.

Brown 1 col laboradors van treballar especificament amb prostata 1 van descriure
que la SP de prostata compren un grup de cel lules basals 1 van obtenir uns percentatges
d’SP en prostates benignes del 0,93% =+ 0,12, mentre que en prostates malignes aquest
percentatge era lleugerament inferior (0,57% % 0,11). 2% Aquests resultats coincidien en
certa mesura amb d’altres obtinguts a I’hora d’aillar cel lules amb fenotip progenitor de

mostres de prostata benignes i malignes.!”?





