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INTRODUCCIO

Fa 4 dies el mon sencer estava alertat per una vanant de la grip porcina, la Grip A,
causada pel virus HIN1. L'11 de juny del 2009 tj@mitzacié Mundial de la Salut (OMS) va
classificar aquesta nova grip com a pandemia. uésritats sanitaries de tot el planeta van
posar en marxa protocols d’emergencia per por questa nova soca viral provoqués mes
baixes de les esperades. La Directora generalQd3, Margaret Chan, advertia el segient
"pot ser que en un mes aquest virus desapareigetiser que quedi com esta o pot ser que

s’agreugi la situacio actual”.

La taxa de mortalitat de la malaltia, que en ungpi va ser elevada, va passar a ser molt baixa
després d'iniciar els tractaments amb antiviralsirébé 100 anys abans, la “Grip Espanyola”,
també coneguda com "L’epidemia de grip de 1918tawsar la mort de 25 a 40 milions de
persones a tot el mon. Va ser vehiculada per ws\de la mateixa soca que la Grip del 2009,

un virus gripal del tipus H1N1.

Una malaltia infecciosa és una manifestacio cliosmaseqiiéncia d’'una infeccié provocada per
un microorganisme o per prions. Si coneixem quieléaicroorganisme que causa la malaltia,
en la majoria dels casos, som capacos de comhbatrelin hem viscut aquest darrer any, pot
passar d’ocupar primeres planes dels diaris a desapr de les nostres ments en questio de

poc temps.

Tots nosaltres coneixem, pero, algun amic, amis debktres pares o fins i tot hem patit la
proximitat d’un familiar afectat per una malaltigie ha passat a formar part de la nostre
societat i que malauradament encara avui en desmmt curarel cancer Qué és el cancer?
Perqué sembla que tothom deixa aquest mén per calisancer? Perqué, en un moén on la
tecnologia i els avencgos cientifics estan a I'olkedia, no som capacgos de trobar que és allo

gue fa que la gent mori, a vegades sense adomar-se’

El cancer és la segona causa de mort a CataluegmnS 'OMS, el nombre de morts per
cancer no para d’augmentar, a nivell mundial. Dia2030 es calcula que el nombre de morts
anualment s’haura practicament doblat, passantudsi @ milions de persones el 2007 a 11

milions i mig el 2030.



El cancer és un tipus de malaltia en que, un geuped-lules adquireixen un fenotip que els
permet créixer de forma descontrolada i dividimsés enlla del normal, donant lloc al que
anomenem tumors malignes. Alhora aquestes celddlesapaces d’envair cél-lules veines o
teixits adjacents i fins i tot d’arribar a altresnps de I'organisme mitjancant el sistema limfatic

o la circulacio sanguinia, creant aixi nous nucisorals, que anomenem metastasis.

La majoria dels cancers sén provocats per anomaftiesl material genetic de les cél-lules

canceroses. Les anomalies genétiques poden sadesuser carcindgens externs, els quals es
poden adquirir de forma aleatoria, per errors srsiskemes de reparacio del material genetic, o
bé poden heretar-se, i per tant, estan presentdea les cel-lules des del naixement de

l'individu.

El diagnostic definitiu d’aquesta malaltia acostuan@alitzar-se mitjancant I'analisi histologica
del teixit afectat, el qual s’obté mitjancant unpsia. Alhora, existeixen un seguit de
marcadors de cribatge (screening), en serum, quiemjal metge en la decisio de realitzar o no
aguesta biopsia. La majoria de cancers quan sda@ttdet en estadis inicials, és a dir, quan
aquest esta localitzat dintre de I'drgan i encaréha envait teixits adjacents, es poden tractar
eliminant el focus tumoral. Pero, si el tumor etedi& en estadis ja avancats, en la majoria dels
casos No es coneix encara cap terapia curativaré-ig. En la majoria dels casos, el tractament
es basa en una combinacié de cirurgia, quimiotarg@iministracidé de toxics quimics) i
radioterapia (radiacions ionitzants), tots ellsqgaem d’'una forma més o menys directe les

cel-lules canceroses.

Figura 1. Exemple dels estadiatges d’'un cancer, el cancpraigata.
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EL CANCER DE PROSTATA, EL DILEMA DIAGNOSTIC

El cancer de prostata, és la segona causa de arariglaltia oncologica en els homes del mén
occidental. S’estima que un de cada sis homes dasg@ara un cancer d’aquest tipus al llarg
de la seva vida. A Catalunya les dades recollisesire estudi realitzat des del 1998 fins al
2002, a carrec de I' IRAC (International Agency f6ancer Research), demostren que, el

cancer de prostata és el tipus de cancer més freque afecta a la poblacié masculina.

El cancer de prostata afecta com el seu nom indida, prostata. La prostata, €s un organ
glandular de I'aparell genital-urinari masculi. lBémida d’'una nou i es localitza sota de la
bufeta, envoltant la uretra i davant del rectesé@a funcié és secretar productes que s’afegiran

al liquid seminal amb la finalitat de nodrir i pegir els espermatozous.

El diagnostic actual del cancer de prostata es basana triada diagnostica que consta de;
analisi dels nivells de PSA (Prostate Specifictigan) en serum, el tacte rectal (TR) i
finalment la biopsia prostatica. EI PSA és una gimat secretada exclusivament per les
glandules prostatiques, que participa en la liqudel semen ejaculat. Avui en dia, encara no es
coneix si aquesta proteina juga un paper importanel desenvolupament del cancer de
prostata, perd si més no, el seu Us com a marcddoreening, €s conegut i utilitzat
mundialment. Des de la seva introduccio a finals @ays 80, el diagnostic del cancer de
prostata ha millorat significativament i, tot i gaemortalitat deguda a aquest tipus de cancer ha
disminuit, segueix sent una de les formes cancenves mortiferes que ataquen a la nostre
societat. Quan els nivells de PSA en serum esrsfigesobre de 4 ng/mL, l'uroleg pot estimar
quina és la probabilitat que el pacient estiguctafieper un cancer. A més a meés, juntament
amb la palpacié de la prostata a través del tactaly es decideix la necessitat de practicar o no
una bidpsia prostatica, que permetra establiragjrdistic definitiu (Taula 1).

Taula 1: Resum de la triada diagnostica del cancer degieo€EP).

PSA en sérum TR - TR + Biopsia
[ng/mL] % CP % CP
0-2 1 5 no
2-4 15 20 no
4-10 25 45 si
>10 >50 >75 si
>20 95 si




El principal problema del PSA com a marcador d'sgineg €s que aquest presenta un nivell
d’especificitat baix, un 33%, i alhora, un valoegictiu negatiu baix. L'especificitat d'una
prova es defineix com la probabilitat que un indivisa tingui un resultat negatiu i, el valor
predictiu negatiu, com la probabilitat que la mi#aho estigui present quan la prova resulta
negativa. Exemplificat de forma numerica, aix0 iiwgria que, de cada 100 pacients que es
sotmetin a un test de PSA i tinguin valors supsriar4 ng/mL, mitjancant la biopsia es
diagnosticaran aproximadament, 66 pacients negatiosnés 33 pacients positius per cancer

de prostata.

Per tal de detectar aquesta malaltia de forma preaconsella que els homes a partir dels 50
anys es facin regularment una analisi dels nivddsPSA en sérum i, quan els nivells del
marcador superin els 4 ng/mL o bé quan el pacieguit antecedents de la malaltia, es
realitzara un tacte rectal per tal de determinandaessitat de realizatar una biopsia. El
problema és que, aixi com la societat femenina@set regularment a examens ginecologics

exploratoris, en la societat masculina existeixabuig cap a aquest tipus d’exploracions.

Es per tot aix0, que el cancer de prostata, esfibim@a de I'existéncia de nous marcadors
d’screening meés especifics i alhora d’'un diagnasinys invasiu. Per altra banda, una millora
en el diagnostic evitaria un gran nombre de biGpsmecessaries i conseqientment un

important estalvi economic en el cost sanitari @ctu

La recerca de nous marcadors en el cancer de far@staosa un camp de treball important en
la deteccio precog d’aquest tipus de cancer. Dolsasituacio de la prostata a I'organisme, sota
la bufeta i envoltant la uretra, les secreciomglilis les mateixes cél-lules prostatiques, jasigui
normals o malignes, poden trobar-se presents eimd’oEs per aixd que considerem l'orina
com una font important d’informacio, a través dejleal es podria arribar a determinar quina

situacio s’esta donant a I'drgan en questio.

Altres estudis evidencien I'existencia de potesciabmarcadors en l'orina, que podrien ajudar
en la millora del diagnostic del cancer de prostatgura 2). A nosaltres ens ocupa I'estudi
d’aquelles molecules proteiques que es trobenrmdipja siguin secretades per les cel-lules

prostatiques o bé de les mateixes cel-lules quelgseamacio, van a parar a l'orina.



Figura 2: Deteccio de cel-lules i productes prostatics @&
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M.A. Reynolds et al., Molecular markers for prosteancer, Cancer Lett. 2007.

Suposem doncs, que un massatge prostatic enrilgusigstra d’orina de tot tipus de molécules
proteigues. Aixi doncs, la nostra hipotesi de titetlegolza que, I'orina després d’'un massatge
prostatic pot ser el fluid ideal per a la recereandus biomarcadors capacos de discriminar

entre pacients amb o sense cancer de prostata.

ANALISI PROTEOMICA COMPARATIVA

Al segle XXI ens trobem en plena era de les “OnsfuEl terme omic es refereix a I'analisis
global dels sistemes biologics. Dins un sistemdogio el “tot” guanya importancia sobre les
“parts”. El proteoma és la imatge dinamica de ttg#egproteines expressades per un organisme,
en un moment donat i sota determinades condicienteghps i ambient. La protedOmica es

defineix com I'analisi del proteoma.

Les proteines son compostos organics formats d@awids arranjats en una cadena lineal i
units per enllacos péptids. La sequéncia d’aminisague forma una proteina ve definida per
I'ADN, sequiencia de nucleotids del gen que la omalifPoc després o fins i tot durant la sintesi,
els residus d'una proteina, sovint son modificatsmicament per modificacions post
traduccionals, que alteren les propietats fisiqguapiimiques, el plegament, l'estabilitat,

I'activitat i la funcio de la proteina.

El dogma general de la biologia, fins fa poc ten@ssablia que un gen (DNA) es transcriu a un

RNA missatger (MRNA) i posteriorment es tradueix gi@nar lloc a una proteina. Avui en dia
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es sap que degut al processament alternatiu (ggliain mateix gen pot donar lloc a diferents
proteines. Per tant, si el genoma huma consta 8030 gens el nombre de proteines és
exponencialment major. Es per aix0, que avui en’esudi del proteoma, i per tant I'analisi
proteomica d’elevat rendiment (High Throughput Amsad), estigui adquirint molts importancia

en el camp de la recerca.

Els estudis proteomics es basen principalment anteédnica de I'espectrometria de masses
amb combinacié de metodes de fraccionament i seipade proteines i peptids (fragments
proteics), com I'electroforesis bidimensional (2B&E) o la cromatografia liquida d’elevada
resolucié (HPLC). L'espectrometria de masses es téomica experimental que permet la
mesura de ions derivats de molécules (proteinéptigs). Mitjancant aquesta metodologia es
poden realitzar analisis qualitatives/comparatipesd també quantitatives de tot tipus de

mostres proteiques.

DISSENY EXPERIMENTAL | RESULTATS PRELIMINARS

Engeguem el nostre projecte a I'Hospital de la \Hdlbron que ens abasteix de totes les

mostres que necessitem, clinics dedicats i gentraaiies ganes de treballar.

L’objectiu principal és arribar a determinar unfppgrroteomic a I'orina capac¢ de diferenciar

entre pacients amb cancer de prostata i controfs sa

En primer lloc I'estudi requereix d’'una recerca axstiva d’'un grup de pacients, tots ells ben
caracteritzats; homes d’edat avancada, que es t®pinaeun diagnostic rapid de cancer de
prostata, amb nivells de PSA per sobre de 4 ng/nperitant amb una certa probabilitat
d’amagar un cancer de prostata. Classifiguem alepa en dos grupgls problemeso dit
d’'una altra manera aquells que pateixen la mal@#iaigui en estadis inicials o avancats) i no
menys importantgls controls aquells qui no presenten cap anomalia conside(aiflamacio
aguda o cronica, atrofia proliferativa o lesio maplasica d’alt grau “HG PIN”), en resum,
controls sans. De tots ells s’obté una mostra kodesprés de la realitzacié d’'un massatge
prostatic. La mostra d'orina es processa d’acord ah protocol estandarditzat per tal
d’extreure la fraccié proteica que en forma padtsTels pacients seleccionats per I'estudi es
sotmetran posteriorment a una biopsia prostatieandnera que coneixerem amb certesa quin

és el seu diagnostic definitiu.



La metodologia escollida per dur a terme I'anammparativa s’anomena Differential in Gel
Electrophoresis (DIGE). Aquesta tecnica permet,jamiiant electroforesi bidimensional,
separar les proteines pel seu pes molecular apva carrega (punt isoeléctric), situant-les en
un espai de 2D (gel bidimensional). Alhora, permatcar les mostres control i problema amb
diferents fluorocroms, els quals ens permetranalitzar les diferents mostres en un mateix
gel, i per tant, compara-les entre si. Comparentoted de 9 mostres control amb 9 mostres
problema. De I'analisi comparativa n’extraiem léoimacié necessaria per tal d’establir quines
son les proteines (punts situats a I'espai de 2i2) més difereixen entre ambdds tipus de
mostres. Determinats els punts més rellevantsyettdlem del gel i n’identifiquem el seu

contingut, mitjancant espectometria de massesdé&sgaina proteina correspon.

Un llistat, vint-i-sis proteines a destacar, pening €s la més important? No som capacgos de
senyalar-la amb el dit ja que podriem errar, patgeés una, potser en son varies plegades o

potser ninguna.

Arribats a aquest punt, I'estudi s’endinsa en upeexent de validacio. Validar; fer valid,
verificar, donar validesa... Una validacié expermtaé implica I'obtencid del mateix resultat
mitjancant un altre métode experimental. En aqca&stés important que el metode seleccionat
ens permeti avaluar els nivells de les proteinestificades en un gran nombre de pacients. Ha
de ser doncs un metode altament reproduible i seoisible, capa¢ de detectar les proteines a
baixa concentracid. Partirem d’un nombre elevandstres d’'orina, per tal de donar certesa als
resultats. Les mostres s’obtenen i es processémdateixa manera que anteriorment, pero en
aguest cas la poblacido no es selecciona sindé qgafa a I'atzar, d'aquesta manera podem

saber quin és el comportament d’aquestes protaiteepoblacio real.

Els resultats que s’obtinguin d’aquest experimeatem ser doncs, concloents, no concloents, i
per tant requerir d’'una analisi encara més minagiodins i tot no satisfactoris, de moment no
ho sabem. Resultats preliminars senyalen que n@sieera una proteina sola siné un conjunt
de proteines que a través de l'orina potser podigan dia, a ajudar al facultatiu a prendre una
decisio, aixo si, creiem que sense deixar de blextaal marcador diagnostic, el PSA.

"Pot ser que ajudi en el diagnostic, pot ser gualfnent no en traiem res i per tant que quedi
com esta, pero en aquest cas la situacio no s’aggrayja que som molts els qui estem lluitant

contra aquesta malaltia, ja sigui patint-la o contibda".



