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@Resumen:

Método in vitro para el diagnéstico de céancer de
prostata.

La invencibn se refiere a un método para el
diagndstico diferencial in vitro de cancer de prostata
sensible y especifico y que comprende purificar
parcialmente el antigeno prostatico especifico de una
muestra fluida aislada de un sujeto para luego
determinar el porcentaje de &cido sidlico a-2,3 del
antigeno prostético especifico y/o la proporcion (ratio)
de fucosilacién interna del antigeno prostatico
especifico. La invencion se refiere en particular a un
método altamente sensible y especifico que permite
distinguir muestras de pacientes con cancer de
prostata de alto riesgo, de muestras de pacientes con
enfermedades o trastornos benignos de la préstata y
pacientes de cancer de prostata de riesgo bajo o
intermedio. El método resulta también util para el
prondstico de este cancer. También se refiere a kits
para llevar a cabo dichos métodos de diagnéstico
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DESCRIPCION
Método in vitro para el diagndstico del cancer de préstata.

La presente invencion esta relacionada con la medicina, y particularmente con el diagnéstico del
cancer. Especificamente se refiere a un método de diagnéstico del cancer de prostata.

ESTADO DE LA TECNICA

El cancer de préostata (CaP) presenta la mayor incidencia entre los carcinomas y es la segunda
causa de muerte por cancer en los hombres en los paises occidentales. El diagnéstico del CaP se
basa actualmente en el examen rectal digital (DRE) y en los niveles séricos del antigeno prostatico
especifico (PSA). En los hombres que podrian desarrollar CaP los niveles de PSA son elevados
durante afios, incluso antes de que se diagnostique el cancer. En realidad, el PSA es un buen
marcador prondéstico del riesgo de padecer un cancer de préstata clinicamente relevante a largo
plazo. La amplia disponibilidad de ensayos para detectar PSA revolucion6 el cribado del CaP vy
resulté en una disminucién del 29% en el riesgo de muertes por CaP. Sin embargo, la aplicacién
ubicua de la prueba de PSA también ha dado lugar a un exceso de falsos positivos que han sido
sometidos a tratamiento (cirugia, radio y quimioterapia) cuando no era necesario, a la par que se
han llevado a cabo biopsias innecesarias y terapias agresivas para el cancer catalogado como de
bajo riesgo. Considerando que el enfoque clinico debe ser redirigido hacia los pacientes que son
mMAas propensos a tener tumores clinicamente significativos y que, por tanto, si se beneficiaran del
tratamiento, deben desarrollarse e implementarse pruebas mas sensibles y especificas.

El PSA (del inglés prostate-specific antigen), es una glicoproteina serin proteasa secretada por las
células epiteliales de la prostata. Es un miembro de la familia calicreina humana. Su secuencia
proteica en humanos es de 237 aminoacidos, en su forma activa sin el péptido sefal ni el
propéptido, y es accesible en la base de datos UniProtKB, edicion de 16 de septiembre de 2015,
bajo el nimero de acceso P07288, cuya isoforma 1 es la version 2 de la secuencia de fecha 1 de
julio de 1989. La deteccion de los niveles séricos de PSA se emplea actualmente para la
deteccién y seguimiento de patologias de la prOstata, debido a que sus niveles se elevan
principalmente como resultado de la destruccién de la membrana basal de las células de la
préstata afectadas por la patologia. Practicamente todas las células epiteliales de la préstata, ya
sea normal, hiperplasica o cancerosa, sintetizan PSA. Las células neoplasicas producen niveles
de PSA menores y variables en comparacion con las células epiteliales benignas, aunque ambas
condiciones causan elevacion total de PSA en la sangre. Por ello, los valoresde PSA en suero no
permiten diferenciar de manera especifica entre los cambios en estos niveles causados por el
cancer (CaP), hiperplasia prostéatica benigna (BPH), prostatitis, 0 manipulaciones (ciclismo, DRE,
cateterismo) de la préstata, ya que todas estas situaciones también pueden causar un incremento
de las concentraciones séricas de PSA. Los niveles séricos de PSA son, por tanto, poco
especificos y provocan una alta tasa de falsos positivos, especialmente cuando los niveles de PSA
sérico se situan en la llamada "zona gris" (de 4,0 a 10,0 ng / ml), por lo que varios autores han
extendido este intervalo de concentracion de 2-20 ng / ml 0 1-27 ng / mL. A esto hay que afadirle
gue en canceres de riesgo elevado los niveles séricos de PSA total pueden ser bajos. Por todo
ello, no existe tampoco un punto de corte (o valor control umbral de referencia) de PSA sérico
para distinguir entre canceres agresivos y canceres indolentes. Para mejorar la especificidad de
las pruebas en las que se miden los niveles séricos de PSA, en clinica se aplica la medicion de la
relacion de PSA libre (fPSA) / PSA total, que es mas baja en el cancer de prostata, aunque sigue
dando falsos positivos. ElI PSA libre (abreviado fPSA) se refiere a la glicoproteina libre, no unida a
proteinas de suero. El PSA total (abreviado tPSA) incluye la glicoproteina en suero libre y también
la unida a proteinas séricas. Otras alternativas para mejorar la especificidad y sensibilidad de los
ensayos son la densidad de PSA, velocidad de PSA, y las diferentes isoformas moleculares de
PSA. Desgraciadamente ninguno de estos enfoques mejora sustancialmente la capacidad de
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distinguir entre BPH y PCa. Marcadores distintos al PSA son el Antigeno 3 de cancer de préstata
(PCA3) y el indice de Salud de la Préstata (PHI), este tltimo aprobado recientemente por la FDA 'y
Europa para el diagnéstico del CaP. También se dispone de sistemas de imagenes sofisticadas
gue han mejorado el diagnéstico del cancer de prostata.

Aprovechando que el proceso oncogénico conduce a una importante alteracion del patron de
glicosilacion celular, existen también trabajos cientificos en la bibliografia que proponen el analisis
del patrén de glicosilacién del PSA, que se refiere al tipo y proporcién de modificaciones de las
moléculas de monosacéridos de la cadena polipeptidica, como elemento util para el diagndstico
del CaP. Como se ha indicado anteriormente, el PSA es una glicoproteina y contiene un 8% de su
peso en carbohidratos, en una sola cadena de N-oligosacarido unido a la asparagina 45 (Asn-45).

Algunas de estas modificaciones con monosacaridos se corresponden con la fucosilacion interna
(core fucosylation del inglés), que es la union de fucosa con un enlace a-1,6 a la B-N-
acetilglucosamina del nacleo de los N-glicanos (0o N-oligosacérido). En eucariotas, los N-glicanos
derivan de la transferencia sobre una Asn consenso (Asn-X-Ser/Thr) de un oligosacarido inicial de
14 monosacéridos que contiene 3 unidades de glucosa, 9 unidades de manosa y 2 unidades de N-
acetilglucosamina, que se procesa posteriormente en la ruta secretora (reticulo endoplasmatico y
aparato de Golgi). Todos los glicanos generados contienen un ndcleo que deriva de este
oligosacérido inicial, y que esta formado por los 5 monosacaridos internos, que son las dos
unidades de N-acetilglucosamina y tres manosas. Cuando se habla de fucosilacién interna debe
entenderse como la presencia de este monosacarido (fucosa) unido a la primera N-
acetilglucosamina de la cadena de N-oligosacarido del PSA. Cuando se determina la fucosilacién
interna de una molécula de oligosacéarido unido a una proteina (por ejemplo PSA) se habla del
nivel de fucosilacién o nivel de fucosa interna, o de la proporcién de moléculas de proteina de una
muestra (por ejemplo PSA) que contienen fucosa interna en dichas moléculas de oligosacérido
unidas a la cadena polipeptidica.

Otro tipo de glicosilacion que puede hallarse en la cadena oligosacarida del PSA es la sialilacion.
El acido sialico es el término genérico empleado para los derivados del &cido neuraminico
(monosacarido con una estructura de 9 carbonos) que estan N- u O- substituidos. De las dos
formas anoméricas, el anémero alfa (a) es la forma que se encuentra unida a los glicanos. La
union del acido sialico a uno de los monosacéridos de los N-glicanos puede ser del tipo enlace
02,6 entre unidades, 02,3 o a2,8, correspondiendo el 2 al nimero del carbono en la estructura del
acido sialico.

En estudios anteriores se ha analizado y comparado el patrén de glicosilacion del PSA purificado
de liquido seminal de donantes sanos con PSA producido por las células tumorales de préstata, a
partir de una linea celular de tumor de préstata humano y de sueros de pacientes con cancer de
prostata. Un ejemplo de ello se desprende del documento Tabarés et al. “Different glycan
structures in prostate-specific antigen from prostate cancer sera in relation to seminal plasma
PSA”, Glycobiology — 2006, vol. No. 16(2), pp.: 132-145. Estos estudios permitieron concluir que
en comparacion con PSA de plasma seminal, el contenido de fucosa interna (fucosa a1,6) de los
N-glicanos de PSA sérico de pacientes con CaP era significativamente menor. Ademas, el grado
de sialilacién del PSA, evaluado mediante cambios en la proporcion de las isoformas del PSA
separadas por electroforesis bidimensional (2-DE), indic6 una disminucién de la sialilacion (acido
sidlico que forma parte de la cadena de N-oligosacéarido del PSA) en PSA de pacientes con CaP,
en comparacion con los niveles del mismo monosacéarido en plasma seminal. Otros autores
también observaron esta disminucion de la sialilacion del PSA de pacientes con CaP en
comparacion con el del PSA de pacientes con BPH, (Sarrats et al., “Differential percentage of
serum prostate-specific antigen subforms suggests a new way to improve prostate cancer
diagnosis”, Prostate — 2010 vol. No. 70(1), pp.:1-9). Estos resultados sugerian, por tanto, una
posible manera de discriminar entre BPH y PCa centrada en la determinacién de los cambios de
glicosilacion del PSA sérico. Ademas de la electroforesis bidimensional, para el andlisis de estos
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patrones de glicosilacion se realizaron ensayos de inmunoabsorcion de glicidos y captura
utilizando lectinas, tal como la lectina de Sambucus nigra (SNA), la lectina de Maackia amurensis
(MAA) y la lectina de Aleuria aurantia (AAL). Ademas de caracterizar los patrones de glicosilacion,
el objetivo de Tabarés et al., y Sarrats et al., era el de evitar tener que purificar el PSA de sueros
de pacientes, que requiere grandes cantidades de suero y ademas se traduce en procesos largos
y COSt0so0s.

También mediante el andlisis del &cido sialico unido al PSA sérico, otros autores ademas de
Tabarés et al. (supra) han propuesto y analizado los niveles de &cido sialico unido al PSA
mediante la utilizacién de lectinas. Asi, el documento Ohyama et al. “Carbohydrate structure and
differential binding of prostate-specific antigen to Maackia amurensis lectin between prostate
cancer and benign prostate hypertrophy”, Glycobiology — 2004, vol. No. 14(8), pp.: 671-679,
describe un ensayo entre pacientes con CaP (n=15) y pacientes con BPH (n=15), donde se
concluye que los niveles de acido a2,3-sialico unido a PSA libre son significativamente mayores
en CaP. Sin embargo, no se dan valores de sensibilidad y especificidad.

Del mismo modo la solicitud de patente WO2010011357 propone una plataforma analitica en dos
fases que combina un microarray de lectina de alta densidad con un inmunoensayo con un
anticuerpo y reactivos fluorescentes para determinar el patrén de glicosilacion en muestras
clinicas con PSA (en particular de acido a2,3-sidlico y a2,6-sialico unido a PSA).

En esta misma linea que pretende determinar el patron de glicosilacibn en PSA sérico de
pacientes, destaca también el documento de Meany et al., “Glycoproteomics for Prostate Cancer
Detection: Changes in Serum PSA Glycosylation Patterns”, J Proteome Res — 2009, vol. No. 8(2),
pp.: 613-619. Meany et al., compararon el patron de sialilacion del PSA sérico libre y total de
pacientes con CaP (n=26) y controles sin cancer (n=26). Para ello, desarrollaron cinco ensayos de
inmunoabsorcion con lectinas. Los autores propusieron que el ensayo de acido a2,6-sialico unido
a PSA sérico total mejoraba la deteccion del cancer de prostata comparado con el porcentaje de
PSA sérico libre en la denominada zona gris . Si este analisis se llevaba a cabo con la lectina
SNA, en las curvas ROC podian incluso conseguirse valores de area bajo la curva (AUC) de 0.71.

Otro documento centrado en la comparacion del patron de glicosilacion del PSA, en este caso de
la fucosa interna unida en enlace a1,6 (fucosa core), entre pacientes con CaP de diferentes
grados de agresividad o riesgo, es el documento de Li et al., “Serum Fucosylated Prostate-specific
Antigen (PSA) Improves the Differentiation of Agressive from Non-aggressive Prostate Cancers”,
Theranostics — 2015, vol.no. 5(3), pp.: 267-276. Li et al., analizaron mediante inmunoabsorcion
con la lectina AAL los niveles de fucosilacion de PSA de diferentes pacientes. Concluyeron que la
relacion “fucosa interna/PSA sérico total” permitia una mejor prediccién (AUC=0.7762) que el valor
de los niveles de PSA sérico total entre tumores con una puntuacion Gleason de 6 y una
puntuacion mayor de 6 (mas agresivos). La puntuacion Gleason permite clasificar los distintos
grados de tumoracién en funcién del riesgo asociado a los mismos en términos de supervivencia.

A pesar de todos estos intentos, existe todavia la necesidad de desarrollar un test y/o parametros
gue permitan diagnosticar el CaP en muestras fluidas, en particular en suero, y que permitan no
s6lo distinguir el cancer de otras enfermedades de la préstata con mayor especificidad y
sensibilidad, sino también poder distinguir los CaP agresivos o de alto riesgo, que requieren
aplicar cuanto antes las terapias disponibles, de los CaP indolentes (o de bajo riesgo o riesgo
intermedio), a los que se recomienda efectuar un seguimiento para controlar su evoluciéon (“wait
and watch” or “active surveillance”). También faltan medios o kits que permitan poner estos test en
suero a la practica de una forma simple y aplicable en clinica de manera rutinaria.
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EXPLICACION DE LA INVENCION

Los inventores proponen el empleo de un método de purificacién y andlisis del PSA sérico y unos
parametros o relaciones entre niveles o proporciones de distintos tipos de glicosilacion del PSA,
concretamente su sialilacion y la fucosa interna, que permiten distinguir los pacientes con CaP
agresivos de los pacientes con CaP indolentes y pacientes sin cancer y con otras enfermedades
de la préstata, en especial los pacientes con BPH. El método de diagnéstico incluye ademas la
determinacion de un parametro (el porcentaje de PSA que comprende &cido sialico a2,3 o niveles
de acido a2,3-sialico) que correlaciona muy bien con la clasificacion de los tumores de préstata de
acuerdo con la puntuacién de Gleason, que es uno de los sistemas de gradacién empleados para
clasificar los pacientes con CaP entre canceres de alto riesgo, de riesgo medio o de bajo riesgo, a
partir de biopsias de los pacientes.

Asi, en un primer aspecto la invencion se refiere a un método para el diagnostico in vitro del
cancer de prostata de alto riesgo en una muestra fluida aislada de un sujeto. Este método incluye
la determinacion del patrén de glicosilacién del PSA de la muestra, que queda definido por la
presencia, cantidad y proporcion de fucosilacion interna (entendiendo proporcion como el ratio
proteina fucosilada respecto la que no lo esta) y/o por la presencia y porcentaje de acido sialico
02,3, y donde el método comprende:

(A) Determinar la cantidad de PSA de la muestra que comprende fucosa interna y calcular
un parametro denominado relacion de fucosilacion interna (abreviado RFI) de la muestra,
como el cociente entre la cantidad de PSA que comprende fucosa interna (abreviado fucose-
PSA) respecto a la cantidad de PSA libre de la muestra (fPSA), segun la formula (11)

RFI = (fucose-PSA) / fPSA (;
ylo

(B) Separar el PSA de la muestra en dos fracciones B y UB, mediante la interacciéon con una
fase sélida que comprende lectinas especificas de acido sialico, donde la fraccion UB
comprende PSA que comprende &cido sialico a2,3 y no comprende PSA con &cido sialico
02,6 (abreviado a2,6-PSA), y donde la fraccion B comprende PSA que comprende &cido
sidlico a2,6 (abreviado a2,6-PSA); determinar en cada una de estas fracciones UB y B la
cantidad de PSA; y calcular el porcentaje de PSA que comprende acido sialico a2,3
(abreviado % a2,3-PSA), calculando el cociente entre la cantidad de PSA de la fraccion UB
(UB-PSA) respecto a la suma de la cantidad de PSA de las fracciones UB (UB-PSA) y B (B-
PSA) de acuerdo con la formula (1a)

% 02,3—-PSA = [(UB-PSA) / ((UB-PSA) + (B-PSA))] x 100 (la);

donde:

si el porcentaje de PSA que comprende acido sialico a2,3 (abreviado % a2,3-PSA) es mayor que
un valor control de referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de prostata de alto riesgo; y/o
si la relacion de fucosilacion interna (RFI) en la muestra aislada es menor que un valor control de
referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de préstata de alto riesgo, donde el cancer de
préstata de alto riesgo es aquel que se corresponde con una puntuacion de grado Gleason igual o
superior a 8, o Gleason 7 con metastasis.

Los canceres de prostata se clasifican también en funcién de su agresividad como canceres
agresivos e indolentes también a partir de (0 con base a) la puntuacion de Gleason. En el sentido
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de la presente invencién, los canceres de alto riesgo se corresponderian con los considerados
agresivos de acuerdo con esta otra clasificacion, mientras que los indolentes incluirian los
canceres de préstata de riego intermedio y bajo.

Los inventores han observado que con el analisis de estos pardmetros definidos por las férmulas
(1a) y (II) se obtienen valores de especificidad y de sensibilidad muy elevados en la discriminacion
entre el cancer de préstata de alto riesgo respecto a este mismo tipo de cancer pero de riesgo
bajo o intermedio. También permite la diferenciacién respecto a otras enfermedades benignas de
préstata (BPH). Esto hace que pueda realizarse un diagndstico mas preciso y proceder
rapidamente al tratamiento cuando se detecta un cancer de alto riesgo. Ademas, estos parametros
relativos al patrén de glicosilacion del PSA se calculan a partir de datos que proceden de muestras
fluidas de un sujeto, evitdndose las biopsias, como se vera posteriormente.

Aunque para la determinacion del % a2,3—PSA puede analizarse tanto la cantidad de PSA libre
(fPSA) como la de PSA total (tPSA), en una realizacion particular, opcionalmente en combinacion
con cualquier aspecto o realizacién de la invencion, se procede calculando el porcentaje de PSA
libre que comprende acido sialico 02,3 (abreviado % 02,3—PSA), como el cociente entre la
cantidad de PSA libre de la fraccion UB (UB-fPSA) respecto a la suma de la cantidad de PSA libre
de las fracciones UB (UB-fPSA) y B (B-fPSA) de acuerdo con la férmula (Ib), empleandose por
tanto anticuerpos especificos de fPSA:

% 02,3—PSA = [(UB-fPSA) / ((UB-fPSA) + (B-fPSA))] x 100 (Ib).

El primer aspecto de la invencion se refiere, mas particularmente, a un método para el diagnéstico
in vitro del cancer de préstata de alto riesgo en una muestra fluida aislada de un sujeto. EI método
consiste en la determinacion del patron de glicosilacion del PSA de la muestra, y este patron
gueda definido por la presencia, cantidad y proporcién, respecto todo el PSA, de la fucosilacion
interna y/o por la presencia y porcentaje de PSA que contiene acido sialico a2,3, de acuerdo con
las siguientes etapas:

(a) mezclar la muestra fluida aislada con una solucion de etanolamina a una concentracién molar
final de etanolamina 0.5 al 2.5 M;
(b) inmunoprecipitar la solucion obtenida en la etapa (a) con un anticuerpo especifico de antigeno
prostatico especifico (PSA) y eluir el PSA inmunoprecipitado para recuperar el PSA de la muestra;
(c) en la solucién de la etapa (b):

(c.1) Separar el PSA en dos fracciones B y UB, mediante la interaccion con una fase sélida
gue comprende lectinas especificas de acido sialico, donde la fraccion UB comprende PSA
gue comprende acido sialico 02,3 y no comprende PSA con &cido sialico a2,6 (abreviado
02,6-PSA), y donde la fraccion B comprende PSA que comprende acido sialico a2,6
(abreviado 02,6-PSA);

(c.2) determinar en cada una de estas fracciones UB y B la cantidad de PSA, mas en
particular la cantidad de PSA libre (fPSA); y

(c.3) calcular el porcentaje de PSA que comprende acido sidlico 02,3 (abreviado % a2,3—
PSA), calculando el cociente entre la cantidad de PSA de la fraccién UB (UB-PSA) respecto
a la suma de la cantidad de PSA de las fracciones UB (UB-PSA) y B (B-PSA) de acuerdo
con la formula (1a)

% a2,3—-PSA = [(UB-PSA) / ((UB-PSA) + (B-PSA))] x 100 (la);

ylo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2615538 Al

(d) En la solucion de la etapa (b) determinar la cantidad PSA libre (fPSA) y la cantidad de PSA que
comprende fucosa interna; y calcular un pardmetro denominado relacion de fucosilacion interna
(abreviado RFI) de la muestra como el cociente entre la cantidad de PSA que comprende fucosa
interna (abreviado fucose-PSA) respecto a la cantidad de PSA libre de la muestra (fPSA), segun la
formula (I1)

RFI = (fucose-PSA) / fPSA (n;
donde:

si el % a2,3-PSA es mayor que un valor control de referencia, el sujeto es diagnosticado de
cancer de prostata de alto riesgo; y/o si la RFI en la muestra aislada es menor que un valor control
de referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de préstata de alto riesgo, donde el cancer de
prostata de alto riesgo es aquel que se corresponde con una puntuacion de grado Gleason igual o
superior a 8, o Gleason 7 con metastasis.

Cuando en esta descripcion se hace referencia al PSA, se refiere en particular al PSA humano
cuya secuencia proteica activa (sin péptido sefal ni propéptido) consiste en 237 aminoacidos y es
accesible en la base de datos UniProtKB, edicién de 16 de septiembre de 2015, bajo el nUmero de
acceso P07288, cuya isoforma 1 es la version 2 de la secuencia de fecha 1 de julio de 1989.

Las etapas (a) y (b) del método de diagnéstico particular permiten purificar de manera muy
eficiente el PSA de la muestra fluida aislada del sujeto, separandolo de otras proteinas que
podrian interferir con el célculo de los pardmetros que se propone. Tal como se vera en los
ejemplos, la combinacion de la mezcla con una solucién de etanolamina a las concentraciones
finales previstas y la inmunoprecipitacién del tPSA con un anticuerpo, permite recuperar a partir de
un volumen pequefo (750 microlitros de muestra fluida) una cantidad de PSA libre (fPSA) 6ptima
para los subsiguientes analisis de los distintos tipos de glicosilacién. Es decir, se emplaza en la
solucion de compromiso de recuperar el maximo de PSA y de aislarlo de las proteinas del suero
gue podrian interferir luego en los andlisis de glicosilacién, por ejemplo porque también estan
glicosiladas. Si a estas etapas de purificacion se afiade ademas la determinaciéon de unos
porcentajes y relaciones de los distintos tipos de glicosilacibn mencionados, permite determinar
unos valores que comparados con valores de referencia dan lugar a una especificidad y
sensibilidad elevadas. Ademas, el andlisis estadistico confirma valores predictivos positivos y
negativos elevados y también valores del area bajo la curva (AUC) en una curva ROC (acrénimo
de Receiver Operating Characteristic, o Caracteristica Operativa del Receptor) con valores
proximos a 1. Ello quiere decir que la probabilidad de escoger al azar un valor positivo (enfermo
de cancer de prostata agresivo) es mayor que la probabilidad de obtener un valor negativo
(enfermo con BPH u otra enfermedad benigna de la préstata o cancer de prostata indolente, estos
ltimos incluyendo los canceres de prostata de riesgo bajo o intermedio). Dicho de otra forma, la
probabilidad de que el diagnostico realizado a un paciente con CaP agresivo sea correcto es
mayor que el que se realizaria a una persona sana o con enfermedad benigna escogida al azar.
La sensibilidad es el concepto que indica que el método es capaz de detectar los pacientes con
CaP agresivo a pesar de minimos cambios en los niveles de los marcadores respecto de un
control sano o con otra enfermedad. La especificidad es el concepto que nos indica que de
manera inequivoca clasificamos bien entre una cohorte de pacientes, aquellos que tienen CaP
agresivo de aquellos que no.

Segun se desprende de los ejemplos, llevados a cabo con una cohorte de pacientes con una n de
65, en particular la deteccion y cuantificacion del porcentaje de PSA que comprende &cido sialico
a-2,3 (% 02,3-PSA) permite separar los pacientes con CaP de alto riesgo de los pacientes con
BPH o con cancer de prostata de bajo riesgo, con una sensibilidad del 85,7% y una especificidad
del 95,3%, empleando como punto de corte o valor control de referencia un porcentaje de PSA
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con acido sialico 02,3 de 30,05%, y alcanzando un alto rendimiento (AUC de 0,97). De acuerdo
con el conocimiento de los inventores, estos valores no se han conseguido todavia. Ademas, el
porcentaje de PSA sérico unido a acido sidlico 02,3 (% a2,3-PSA) correlacion6 positivamente con
la puntuacion del sistema Gleason, hito no logrado con los marcadores empleados actualmente en
clinica, tal como los niveles tPSA o de % fPSA en suero. Esta correlacion entre el porcentaje de
PSA sérico unido a o que comprende acido sialico a2,3 y la puntuacion de Gleason puede mejorar
la clasificacién del tipo de CaP. Todo ello hace que el uso de este biomarcador en suero pueda
ser monitorizado rutinariamente en pacientes que presenten valores de PSA séricos indicativos de
patologia prostatica, para identificar a los pacientes con CaP de alto riesgo. Tratandose ademas
de un marcador sérico, supone un método no invasivo, conllevando la ventaja de evitar biopsias
innecesarias e incbmodas para el paciente.

En la presente descripcion el PSA que contiene (o sinbnimamente que comprende) en su cadena
oligosacarida acido sidlico a2,3 también puede denominarse acido siadlico a2,3 en el antigeno
prostatico especifico (abreviado como a2,3-PSA). Cuando en la descripcion se habla de
porcentaje de acido sialico 02,3 en el antigeno prostatico especifico (abreviado % a2,3-PSA),
debe entenderse como el porcentaje de PSA de la muestra aislada que contiene exclusivamente
acido sidlico 02,3 en su cadena oligosacarida y no contiene acido sialico a2,6.

En una realizacion particular, cuando el método de diagnéstico inlcuye las etapas de (a) y (b) de
purificacién, este esta caracterizado porque la concentracion molar de etanolamina en la solucién
de la etapa (a) es de 1 a 1.5 molar (M), dicha concentracion respecto el volumen total de solucién
de etanolamina mas muestra fluida aislada del paciente.

Cuando en la presente se indican rangos de concentraciones, debe entenderse que estos incluyen
los valores extremos del rango, y en particular el rango de 0.5 a 2.5 M incluye 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
09,10,11,1.2,1.3,14,15,16,1.7,1.8,1.9,2.0,2.1,2.2,2.3,2.4,25 M.

En otra realizacion particular, opcionalmente en combinacion con cualquier realizacién anterior o
posterior, el método se lleva a cabo a una temperatura de 20 °C a 40 °C. Este rango incluye los
valores de temperatura 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35°C y 40 °C.

El método segun la invencion también se caracteriza porque la etapa (a), segin el método
particular descrito arriba, se lleva a cabo por un periodo de tiempo de 20 horas a 75 horas, mas en
particular de 40 a 75 horas, y todavia mas en particular de 70 a 75 horas y a una concentracion
molar final de etanolamina de 1 a 1.5 molar, mas en particular de 1 molar.

En otra realizacién particular, opcionalmente en combinacion con cualquier realizacién anterior o
posterior y en el caso de que sea de aplicacién las etapas (a) y (b) de purificacion de la muestra,
tras la etapa (a) de mezclar la muestra fluida aislada con una solucién de etanolamina y posterior
incubacién, se ajusta el pH entre 7 y 8, particularmente a 7.8, antes de seguir con la etapa (b) de
inmunoprecipitacion.

En otra realizacion particular, la elucion del PSA en la etapa (b), si la hay, se realiza mediante tres
incubaciones sucesivas con un tampon de alta fuerza salina, como el Gentle Elution Buffer
(PierceTM); y opcionalmente se desala la muestra mediante filtracion, en particular utilizando un
filtro del tipo Amicon Ultra-0.5, 3K de Millipore.

En otra realizacion particular del método segun el primer aspecto de la invencién, la muestra fluida
aislada del sujeto se selecciona del grupo constituido por sangre completa, suero, plasma y orina.
En otra realizacion todavia mas particular la muestra aislada es suero.
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Precisamente, una de las ventajas del método segun la invencién es que se lleva a cabo en una
muestra de facil obtencién en rutina clinica, evitdndose asi las biopsias que son molestas y no
exentas de problemas para el paciente y resultan mas costosas para el sistema sanitario. También
con ello se reducen el numero de intervenciones mediante técnicas de diagnéstico por imagen
(RMN) que son también mas caras que el test en muestras de sangre (suero).

En otra realizacion particular, la etapa (b) de inmunoprecipitacion con un anticuerpo especifico
contra el antigeno prostéatico especifico, se lleva cabo con un anticuerpo monoclonal o policlonal y
seleccionado del grupo constituido por un anticuerpo anti-PSA total y un anticuerpo anti-PSA libre.
Mas en particular con un anticuerpo anti-PSA total. El experto entenderd que tratdndose de una
inmunoprecipitacion estos anticuerpos estan unidos a un soporte (tal como bolitas, perlas o beads
del ingés) que puede ser capturado por distintos métodos, tal como mediante un campo magnético
si el soporte es sensible al mismo.

El método segun la invencion comprende cualquier técnica para la determinacion de la presencia
y cantidad del acido sialico a2,3 unido al antigeno prostatico especifico (abreviado aqui como se
ha indicado antes a2,3-PSA). En una realizaciéon particular, el método segun la invencion,
opcionalmente en combinacién con cualquier realizaciébn aqui explicitada, esta caracterizado
porque la cantidad de a2,3-PSA y seguidamente el % a2,3-PSA, se determina mediante
cromatografia de afinidad con una lectina especifica de acido sialico a2,6.

En una realizacion todavia a mas particular, el método segun la invencién, opcionalmente en
combinacién con cualquier realizacién aqui explicitada, esta caracterizado porque la cantidad de
02,3-PSA y seguidamente el % a2,3-PSA, se determina mediante cromatografia de afinidad en
una columna con una fase sélida que contiene la lectina de Sambucus nigra (SNA) y se procede
de acuerdo con las siguientes etapas:

(i) el PSA de la muestra, opcionalmente obtenido tras las etapas (a) de mezcla con etanolamina y
(b) de inmunoprecipitacion y elucién, se incuba con la lectina SNA en una columna de
cromatografia por un periodo de 15 horas a 20 horas, mas particularmente de 16 a 18 horas, y a
una temperatura de 2 °C a 7 °C, mas en particular de 2°C a 4 °C;

(ii) se centrifuga la columna y se eluye al menos dos veces durante 3-7 minutos, en particular 5
minutos, con un volumen de 200-700 pl, en particular 500 ul, de una solucién tampén (LB), para
obtener la fraccién no unida a la columna (UB) y que comprende el a2,3-PSA;

(iii) se eluye la fraccion de PSA unido a la columna (B), que comprende a2,6-PSA, de acuerdo con
las siguientes dos sub-etapas:

- incubar dos veces la lectina con una solucion tampén a pH entre 7 y 8 que comprende
lactosa a una temperatura de 20 a 30 °C (que se corresponde con la temperatura
ambiente) para obtener una primera fraccion de eluido; e

- incubar la lectina con una solucion acida, particularmente con acido acético de 0.1M a 1M,
mas en particular con 0.2 M de &cido acético, entre 2.5 y 3 minutos, en particular 2,7
minutos, donde dicha solucién &cida contiene lactosa en LB, y a una temperatura de 20 a
30 °C (rt) para obtener una segunda fraccion de eluido, que se neutraliza con una solucion
de pH=9;

(iv) se determina el PSA, ya sea el fPSA o el tPSA, de cada una de las etapas (i) y (iii)) y se
calcula el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende al acido sialico a-2,3 (% a-
2,3-PSA), como el cociente entre el PSA de la fraccion UB de la etapa (ii) respecto de la suma de
PSA de las fracciones UB y B de las etapas (ii) y (iii), de acuerdo con la formula (1a), o (Ib) si se
trata de comparar cantidades de fPSA, descritas antes.
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En una realizacion particular, la centrifugacion de la etapa (ii) se lleva a cabo a una velocidad
entre 1500- 2000 revoluciones por minutos (rpm), en particular 2000 rpm, por un tiempo de 2 a 5
minutos (min).

En otra realizacion particular, la solucién tampon comprende HEPES (4cido 4-(2-hidroxyietil)-1-
piperazinetanesulfénico) y una mezcla de sales como el cloruro sodico y calcico. Cuando esta
solucion tampdn contiene lactosa, ésta esta en particular a una concentracion de 0.5 a 0.8 M, en
particular 0.5 M. La solucion tampén contiene también albdmina de suero bovino (BSA) en un
porcentaje en peso del 0.1 % al 1.5 %. La incubacion con esta solucion tampon se lleva acabo de
20 a 25 minutos, en particular durante 20 minutos.

Del mismo modo, el método segun la invenciébn comprende cualquier técnica para la
determinacion del nivel de fucosilacion interna y con ello de la proporcion de PSA libre fucosilado
en la muestra (relacion de fucosilacion interna, RFI), que incluya determinar por cualquier
metodologia la cantidad de fucosilacion interna del PSA en la muestra del sujeto y la cantidad o
los niveles de fPSA en esta misma muestra.

En una realizacion particular, el método segun el primer aspecto de la invencion esta
caracterizado porque la determinacion del nivel de fucosilacion interna (o cantidad de PSA que
comprende fucosa interna) y seguidamente de la relacién de fucosilacién interna, se lleva a cabo
mediante un ensayo de lectina unido a enzima (ELLA) con la lectina de Pholiota squarrosa
(PhoSL) conjugada con biotina, de acuerdo con las siguientes etapas:

(i) se incuba el PSA, opcionalmente obtenido tras las etapas (a) de mezcla con etanolamina y (b)
de inmunoprecipitacion y elucién, con un anticuerpo especifico contra el antigeno prostatico
especifico libre por un tiempo de 1 a 3 horas, en particular 2 horas;

(ii) se anade tras la etapa (i) la lectina de Pholiota squarrosa (PhoSL) conjugada con biotina por un
tiempo de 1 a 3 horas, en particular por un tiempo de 2 horas;

(iii) se afade tras la etapa (ii) una solucion de estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano
por un periodo de 1 a 1,5 horas, mas en particular 1 hora, periodo tras el cual se afiade el sustrato
de la enzima peroxidasa conjugado a una molécula emisora de fluorescencia y se determina la
fluorescencia emitida, que es proporcional a la cantidad del PSA libre de la muestra que
comprende fucosa interna; y

(iv) se determina el fPSA de la muestra fluida aislada del sujeto, o de la solucion opcionalmente
obtenida obtenido tras las etapas (a) de mezcla con etanolamina y (b) de inmunoprecipitacion y
elucion; y se calcula la relacion de fucosilacion interna, como el cociente entre la cantidad de PSA
gue comprende fucosa interna (0 lo que es lo mismo, nivel de fucosa interna del PSA de la
muestra) determinado en (iii) respecto a la cantidad de PSA libre de la muestra o en particular
respecto de la solucion opcionalmente obtenida tras las etapas (a) de mezcla con etanolamina y
(b) de inmunoprecipitacion y elucion, todo ello de acuerdo con la formula (Il) citada anteriormente.

Para trasladar los valores de fluorescencia emitida en la etapa (iii) con la fucosilacion interna de
PSA libre, se emplea en una realizacion particular una curva patron realizada a partir de PSA
estandar con un 77% de las mdleculas de PSA con fucosilacion interna. Entonces, la relacion de
fucosilacion interna de la muestra se refiere a la cantidad de PSA con fucosa interna respecto al
PSA standard, que contiene un 77% de las méleculas de PSA con fucosilacion interna. De manera
rigurosa la relacion de fucosilacion interna (RFI) de la muestra se corresponde al cociente entre el
nivel de fucosa interna del PSA de la muestra, calculado en relacion al nivel de fucosa interna del
PSA estandard, respecto a la cantidad de PSA libre de la muestra, en particular el PSA libre de la
solucién obtenida tras las etapas (a) de mezcla con etanolamina y (b) de inmunoprecipitacion y
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elucion. Esta relacion de fucosilacion interna también se denomina en esta descripcion proporcion
de PSA libre fucosilado.

En una realizacion todavia mas particular, las etapas (iv) de cualquiera de los métodos para
determinar el % 02,3-PSA vy la relacién de fucosilacién interna (RFI), se lleva a cabo con un
anticuerpo especifico de fPSA, que puede ser monoclonal o policlonal y seleccionado de los
comercialmente disponibles, tal como el anticuerpo monoclonal de referencia M-30 de Roche
Diagnostics.

En otra realizacion particular del método segun la invencién, éste estd caracterizado porque el
valor control de referencia de la relacion de fucosilacién interna es 0.86; y el valor control de
referencia del porcentaje de PSA con 4cido sialico a-2,3 es del 30 %. Ello quiere decir que un
valor de la relacion de fucosilacion interna, determinado en la muestra aislada del sujeto, menor
qgue 0.86 es indicativo de CaP agresivo o de alto riego de acuerdo con la puntuacién Gleason. Por
otro lado, si el valor de PSA (medido como PSA libre o total) eluido en la fraccion UB de la
cromatografia SNA (o de la lectina que corresponda) es igual o superior al 30% de todo el PSA
eluido (UB + B) significa que el PSA de la muestra tiene un contenido igual o superior al 30% de
acido sialico 02,3 unido a PSA y por tanto es indicativo de un cancer de préstata agresivo.

Se entiende por “valor control de referencia” un valor con el cual se compara la proporcion de PSA
fucosilado (lo que es lo mismo que relacion de fucosilacion interna) y/o el % a2,3-PSA
determinado en la muestra aislada segun la invencion para el diagnostico del CaP de alto riesgo.
Se trata de un valor de cada uno de estos parametros que permite distinguir con un elevado grado
de probabilidad un sujeto con CaP de alto riesgo del resto de individuos que no sufren este cancer
0 que sufren CaP de bajo riesgo, e incluso individuos que padecen enfermedades benignas de la
préstata. El valor de referencia es un valor, también denominado punto de corte o valor umbral,
gue permite descartar con una elevada sensibilidad que el paciente diagnosticado sufre CaP de
alto riesgo. Este valor umbral representa una relacién de fucosilacion interna o bien un porcentaje
de a2,3-PSA por debajo o por encima del cual, en funcién de cada caso, se asocia la muestra del
sujeto con la enfermedad (CaP de alto riesgo o agresivo) o no.

Tal como se ha indicado antes, el método segun la invencion permite diagnosticar de manera
diferencial el cancer de préstata agresivo o de alto riesgo, del cancer de préstata de riesgo
intermedio y de riesgo bajo, y de enfermedades benignas de la prostata. En una realizacién
particular, las enfermedades benignas de prostata se seleccionan del grupo formado por
hiperplasia benigna de préstata, prostatitis, y manipulaciones de la préstata. Por manipulaciones
de la prostata debe entenderse todas aquellas situaciones que cursan con un incremento del PSA
en suero y seleccionadas de la practica del ciclismo, los cateterismos y los examenes digitales del
recto (DRE).

Los parametros indicados anteriormente (% a-2,3-PSA vy la relacion de fucosilacién interna) dan
informacion significativa no solo de diagndstico de cancer de prostata, sino también del pronéstico
del mismo correlacionando con la clasificacién del CaP agresivo 0 no agresivo establecida de
acuerdo con la puntuacion del sistema Gleason, donde una puntuacién de grado Gleason igual o
superior a 8 significa cancer de alto riesgo. Estos pacientes después de ser sometidos sélo a
prostatectomia radical presentan una probabilidad de supervivencia libre de recaida a los cinco
afos de entre el 50 y el 80% (Chang et al., “High-risk prostate cancer-Classification and therapy”,
Nat.Rev.Clin. Onco -2014, vol. no. 11, pp.: 308-323) Los parametros también correlacionan con el
estadiaje Tumor Node Metastasis (TNM), otro método de clasificar la agresividad de este tipo de
cancer.

El sistema de gradacion de Gleason para el prondstico del cancer de prostata, se describe en
Humphrey, et al. “Gleason grading and prognostic factors in carcinoma of the prostate”, Modern
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Pathology -2004, vol. no. 17, pp.: 292-306. El sistema de gradacién de Gleason se basa en el
patron histolégico del carcinoma: su patrén glandular y su grado de diferenciacion. Los valores de
puntuacién (score) Gleason entre 2- 4 correponden a un patron altamente diferenciado
(anaplasia); entre 5 y 6 moderadamente diferenciado y entre 7 y 10 pobremente diferenciado.
Mientras que los valores de 6 e inferiores se han asociado a un buen pronostico o canceres
indolentes o de bajo riesgo, los valores por encima de 8 son indicativos de cancer agresivo o de
alto riesgo. El valor de 7 se encuentra en un estadio intermedio de agresividad de entre 5-6 y 8-10.

La invencién se refiere, en un segundo aspecto, a un método para decidir o recomendar un
régimen médico para cancer de prostata, dicho régimen médico seleccionado entre tratamiento
farmacoldgico e intervencion quirdrgica, que comprende llevar a cabo el método de diagndstico
segun cualquiera de las realizaciones descritas mas arriba; y donde, si el sujeto es diagnosticado
de cancer de prostata agresivo o de alto riesgo se recomienda o decide el régimen médico
indicado para este tipo de cancer de proéstata, y si el sujeto no es diagnosticado de cancer de
prostata agresivo pero es diagnosticado de una enfermedad benigna de préstata o de cancer de
préstata indolente se recomienda o decide el régimen médico para esta otra enfermedad.

La invencion se refiere también, segun otro aspecto, al uso de:

(a) la relacién de fucosilacion interna, que resulta de determinar en una muestra fluida aislada de
un sujeto el cociente entre la cantidad de PSA que comprende fucosa interna y la cantidad de PSA
libre de la muestra; y/o

(b) el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a2,3, y que resulta
de calcular la relacion entre el PSA de una fraccién no unida a lectina (en particular a una lectina
especifica de acido sialico a2,6, mas en particular la lectina SNA) respecto de la suma de las
fracciones de PSA unido y no unido a dicha lectina, como biomarcadores independientes de
cancer de prostata de alto riesgo,donde el cancer de préstata de alto riesgo es aquel que se
corresponde con una puntuaciéon de grado Gleason igual o superior a 8, 0 de grado 7 con
metastasis.

De acuerdo con la informacién de la que disponen los inventores, esta es la primera vez que se
describe la relacion de estos parametros, RFl y % a2,3-PSA calculados seglin se ha descrito
antes, con el cancer de préstata de alto riesgo. En una realizacion particular, para la
determinacion de estos parametros la muestra fluida aislada del sujeto donde se determina la
cantidad de PSA que comprende fucosa interna y/o la cantidad de PSA de las fracciones unida y
no unida a lectina, es una muestra que previamente ha sido mezclada con una soluciéon de
etanolamina a una concentracion molar final de 0.5 M al 2.5 M, en particular 1 M, y seguidamente
inmunoprecipitada con un anticuerpo especifico contra el antigeno prostatico especifico.

En una realizacién particular, el uso de estos biomarcadores es para el diagndstico diferencial del
cancer de préstata de alto riesgo, del cancer de prostata de riesgo intermedio bajo; y/o de
enfermedades benignas de la prostata. La determinaciéon de estos biomarcadores se lleva a cabo,
en una realizacion particular en una muestra fluida aislada del sujeto que se selecciona del grupo
constituido por sangre completa, suero, plasma y orina. M&s en particular, se lleva a cabo en
suero.

En la practica, el método segun la invencion se lleva a cabo en kits que comprenden medios para
determinar en una muestra fluida asilada de un sujeto la cantidad de PSA que comprende acido
sialico a-2,3 y/o la cantidad de PSA que comprende fucosilacion interna. Estos kits se caracterizan
porque comprenden:

(a) un anticuerpo especifico contra el antigeno prostético especifico libre; y

(b) una fase sodlida para columna cromatografica de afinidad que comprende una lectina especifica
contra el 4cido sialico y, opcionalmente, soluciones para la elucién de la muestra cargada en dicha
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columna como medios para detectar y cuantificar la cantidad antigeno prostético especifico que
comprende acido sialico a-2,3; y/o

(c) una lectina especifica contra fucosa, dicha lectina conjugada con biotina; opcionalmente un
anticuerpo especifico de antigeno prostéatico especifico libre que esta inmovilizado en una placa
de pocillos; y opcionalmente, una solucién de estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano y
un sustrato de la enzima peroxidasa conjugado a una molécula emisora de fluorescencia, todo
como medios para detectar y cuantificar el antigeno prostatico especifico que comprende
fucosilacion interna.

En una realizacibn mas particular, el kit comprende una lectina especifica contra fucosa, dicha
lectina conjugada con biotina; y el anticuerpo especifico de antigeno prostético especifico libre que
esta inmovilizado en una placa de pocillos, y opcionalmente, una solucién de estreptavidina
conjugada a peroxidasa de rabano y un sustrato de la enzima peroxidasa conjugado a una
molécula emisora de fluorescencia. Esta realizacion particular del kit resulta ventajosa para el
usuario, quién ya dispone del anticuerpo especifico de antigeno prostatico especifico libre
inmovilizado. Asi se simplifica el método para llevar a cabo el analisis de la cantidad de PSA que
comprende fucosilacién interna, al no tener que inmovilizar previamente el anticuerpo también
subminitrado en el kit.

En una realizacion particular de estos kits, la lectina especifica de acido sialico es la aglutinina de
Sambucus nigra (SNA) y la lectina especifica de fucosa interna es la lectina de Pholiota squarrosa
(PhoSL).

En otra realizaciébn todavia mas particular, opcionalmente en combinacion con cualquier
realizacién anterior o posterior aqui descritas, la fase sélida que comprende lectina de Sambucus
nigra consiste en perlas de agarosa reticuladas al 4 % con un limite de tamafio de exclusiéon
molecular de 2x10” daltons (Da). A esta fase solida la lectina se une covalentemente.

En otra realizacion particular los kits estan caracterizados porque ademas comprenden:

(@) una solucién de etanolamina para ser mezclada con la muestra del sujeto y obtener una
concentracion final de etanolamina del 0.5 al 2.5 M; y

(b) un anticuerpo especifico de antigeno prostatico especifico unido a un soporte para
inmunoprecipitacion.

En la presente invencion debe entenderse por “soporte para inmunoprecipitacion” cualquier
material sélido, generalmente perlas (bolitas) donde se unen covalentemente anticuerpos
especificos o fragmentos de los mismos contra las proteinas que quieren aislarse de una mezcla
compleja. Estos soportes se separan luego de la mezcla compleja ya sea por medios de
sedimentacién o por aplicacion de fuerzas externas (campos magnéticos u eléctricos) a las que
dichos soportes son sensibles.

Estos kits de acuerdo con la invencién se usan para el diagndstico de cancer de prostata, y en
particular para el diagnostico de cancer de prostata de alto riesgo, y/o para el diagnostico
diferencial del cdncer de prostata de alto riesgo y enfermedades benignas de la prostata.

En realidad, la invencién se refiere también a un método para purificar PSA en la muestra fluida
aislada de un sujeto, concretamente en un volumen de muestra de 0.25 a 1.5 mL, en particular de
0.75 a 1.5 mL, donde ademas dicho PSA purificado estd en condiciones de ser analizado para
detectar y cuantificar su glicosilacion a nivel de acido sialico y de fucosilacion interna.

Este método de purificacion comprende las etapas de:
(a) mezclar la muestra fluida aislada con una solucion de etanolamina a una concentracion molar
del 0.5 al 2.5 M en la mezcla final, en particular de del 1 M;
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(b) inmunoprecipitar la solucion obtenida en la etapa (a) con un anticuerpo especifico de antigeno
prostatico especifico y eluir el PSA inmunoprecipitado para recuperar el PSA de la muestra.

En una realizacion particular, esta elucion del PSA se realiza mediante tres incubaciones
sucesivas con un tampoén de alta fuerza salina, concretamente Gentle Elution Buffer (PierceTM).
Tras la elucién del PSA se desala la muestra mediante filtracion, en particular utilizando Amicon
Ultra-0.5, 3K de Millipore.

En una realizacién particular del método de purificacion, el anticuerpo especifico contra el
antigeno prostatico especifico de la etapa (b) se selecciona del grupo constituido por un
anticuerpo anti-PSA total y un anticuerpo anti-PSA libre. Mas en particular con un anticuerpo anti-
PSA total. Este anticuerpo, a su vez, puede ser monoclonal o policlonal.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y “contiene” deben
entenderse como sinénimas y sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas,
aditivos, componentes o pasos. Ademas, la palabra “comprende” o “contiene” incluye el caso
“consiste en”. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos
de la presente invencion. Ademas, la presente invencion cubre todas las posibles combinaciones
de realizaciones particulares y preferidas aqui indicadas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 (A) Representacion de la relacion de fucosilacion interna del PSA respecto de los niveles
séricos de PSA total (tPSA) (panel A) o en funcién de la patologia (panel B). Las muestras de
suero de pacientes con hiperplasia benigna de préstata (BPH) se indican con circulos blancos y
las muestras de suero de CaP de alto riesgo (CaP HR) con los circulos negros. La linea punteada
indica el valor de corte para discriminar las dos patologias. La significacion se fijé en p <0,05. En
el panel (C) se comparan las curvas ROC para la relacion de fucosilacién interna (RFI) con una
linea sodlida, para el tPSA con una linea punteda; y para el fPSA% con una linea discontinua en
segmentos. La linea diagonal es la linea de referencia de las ROC. La relacion de fucosilacién
interna dio el valor mas alto AUC (AUC = 0,94). El valor de corte de 0,86 dio la mas alta
sensibilidad (90%) y especificidad (95%).

FIG. 2 (A) Representacion del porcentaje de PSA que comprende acido a2,3-sialico (% a2,3-SA)
respecto a la concentracion de PSA sérico (tPSA) (panel A) o respecto de la patologia (panel B).
Las muestras de suero de BPH se indican con circulos blancos, el CaP de bajo riesgo (CaP LR)
con una cruz, el CaP de riesgo intermedio (CaP IR) con un triangulo negro y el CaP de alto riesgo
(CaP HR) con un circulo negro. La linea punteada indica el valor de corte para discriminar el CaP
de alto riesgo de las otras tres patologias. La significacion se fijé en p <0,05. En el panel (C) se
comparan las curvas ROC para el % a2,3-SA, tPSA 'y el % de fPSA. El % a2,3-SA dio el valor mas
alto de AUC (AUC = 0,97) y el valor de corte 30,05 mostr6é la mas alta sensibilidad (85,7%) y
especificidad (95,3%).

FIG. 3 es un grafico que muestra la correlacién entre el porcentaje de PSA que comprende &cido
sidlico 02,3 en PSA ( % 02,3-SA) de las muestras de suero de paciente con CaP con su
puntuacion de Gleason (PG). Las muestras de suero de CaP de bajo riesgo se indican con una
cruz, CaP de riesgo intermedio con un tridngulo negro y CaP de alto riesgo con un circulo negro.
La media del % a2,3-SA para cada puntuacion de Gleason se indica con una linea horizontal.

La FIG. 4 muestra los cromatogramas (HPLC) de los perfiles de N-glicanos después de la
digestion con sialidasas (NAN1, especifica de acido sialico a2,3; y ABS, que digiere todos los
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acidos sialicos 02,6 y a2,3) para las fracciones no unida UB y unidas B. También se muestra el
perfil de los cromatogramas a partir de muestras no digeridas con estas sialidasas. Los perfiles
estdn estandarizados respecto a un hidrolizado de dextrano (unidades de glucosa; GU). Las
estructuras de los N-glicanos se abrevian segun: todos los N-glicanos tienen dos N-
acetilglucosaminas (GlcNac) y tres manosas en el nacleo; F al principio de la abreviacion significa
un nudcleo con fucosa (fucosa interna); A representa en niamero de antenas; G representa las
galactosas unidas por enlace 1-4 en la antena; S representa el acido sialico unido a la galactosa.
En los picos con més de una estructura de N-glicano, el principal aparece resaltado. La leyenda se
corresponde con, UB PSA de columna SNA es el perfil de N-glicanos en la fraccién no unida que
sale de la columna de lectina SNA; UB PSA de columna SNA + NANL1 es el perfil de N-glicanos en
la fraccién no unida que sale de la columna de lectina SNA posteriormente digerido con el enzima
NANL1; UB PSA de columna SNA + ABS es el perfil de N-glicanos en la fracciéon no unida que sale
de la columna de lectina SNA posteriormente digerido con el enzima ABS; B PSA de columna
SNA es el perfil de N-glicanos en la fracciéon unida que sale de la columna de lectina SNA; B PSA
de columna SNA + NANL1 es el perfil de N-glicanos en la fraccion unida que sale de la columna de
lectina SNA posteriormente digerido con el enzima NANL1; y B PSA de columna SNA + ABS es el
perfil de N-glicanos en la fraccidon unida que sale de la columna de lectina SNA posteriormente
digerido con el enzima ABS.

EJEMPLOS

1. Caracteristicas clinicas de la poblacién en estudio

Las muestras de suero analizadas (73 en total) procedian de 44 de pacientes con CaP, incluyendo
22 de alto riesgo, 11 de riesgo medio y 11 muestras CaP de bajo riesgo, y 29 muestras de
hiperplasia benigna de prostata (BPH). Los 44 pacientes con CaP se clasificaron como se
describe en la Tabla 1 de acuerdo con el sistema TNM* de la Unidn Internacional Contra el Cancer
(UICC). Los pacientes con CaP 11 de bajo riesgo tenian puntuaciones de Gleason de 6 y niveles
de tPSA por debajo de 10 ng / ml. De los 11 pacientes con CaP de riesgo intermedio, 8 tenian
puntuacion de Gleason de 7, 1 present6 una puntuacion de Gleason focal de 8 y 2 pacientes con
CaP de riesgo intermedio fueron Gleason 6, uno con niveles de PSA por encima de 10 ng / mL y
el otro presenté extension extracapsular (T3a en la clasificacion TNM*). De los 22 pacientes con
cancer de préstata de alto riesgo, 17 eran pacientes con puntuaciones de Gleason igual o superior
a 8, tres presentaron una puntuacién de Gleason de 7 con metastasis. Los otros dos de alto riesgo
presentaron metastasis, aunque no se disponia de los datos de la puntuacion de Gleason del
tumor primario. La edad y el promedio y el rango de los niveles de tPSA y fPSA de los distintos
grupos (BPH, PCa de alto riesgo, PCa de riesgo intermedio y PCA de bajo riesgo) se muestran en
la Tabla 1.

(*) El sistema TNM es un sistema ampliamente utilizado para el estadiaje de los tumores y ha sido

aceptado por la “Union for International Cancer Control (UICC)”, y por el “American Joint
Committee on Cancer, AJCC”.
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2. Preparacion de las muestras

Para liberar el PSA complejado con a1-antiquimotripsina (ACT), las muestras de suero (750 pl)
fueron tratadas primero con etanolamina (200 ul 5M, Sigma-Aldrich, Germany), lo que daba una
concentracion de 1M de etanolamina a la mezcla de suero mas etanolamina. Posteriormente se
ajusto el pH a 10.3 con &cido clorhidrico 5M y se incubaron las mezclas 72 horas a 25 °C. Las
muestras se neutralizaron luego a pH 7.8 con 4cido clorhidrico 5M.

Con el fin de obtener el maximo rendimiento sin comprometer la integridad de proteinas se
evaluaron previamente distintas concentraciones de etanolamina y distintos tiempos de incubacion
en un suero de un paciente con BPH (se determinaba en él el PSA). El porcentaje de escision del
complejo PSA-ACT era dependiente de la concentracion de etanolamina. El aumento de la
concentracion molar de etanolamina a partir de 0,1 a 2,5 incrementd el porcentaje de fPSA de
329 % a 57.7%, respectivamente. Sin embargo, los resultados mostraron que a mayor
concentracion de etanolamina, menor era la recuperacion de tPSA (ver Tabla 2). Por lo tanto, con
el fin de preservar la integridad del PSA a analizar, diferentes tiempos de incubacion y
temperaturas se ensayaron con 1 M de etanolamina.

Tabla 2
Concentracion | Tiempo de | Temperatura % fPSA | % tPSA
etanolamina incubacién (h) | °C después de | después  del
(M) tratamiento tratamiento
con con
etanolamina etanolamina
0.1 24 25 32.88 87.5
0.5 48.10 89.2
1 51.63 85.5
2 54.93 77.3
2.5 57.74 73.1
1 24 25 50.87 77.0
48 60.06 78.7
72 60.00 81.1
24 37 64.78 66.8
48 71.32 61.9
72 67.10 53.6

Las mejores condiciones para liberar PSA eran 1 M de etanolamina durante 72 horas a 25°C.
Usando este protocolo el porcentaje de fPSA aumentd de 19% (suero no tratado) a 60% (suero
etanolamina tratada). Los valores de fPSA a partir de las 73 muestras de suero del estudio
después del tratamiento con etanolamina oscilaron entre el 50-80% de los valores de tPSA.

3. Inmunopurificacién de tPSA de las muestras

Después de la liberacion de PSA de la ACT, el tPSA sérico se aisl6 utilizando el kit de ensayo de
PSA Access Hybritech (Beckman Coulter, Brea, CA, EE.UU.). En resumen, una suspension de
100 pl de particulas (perlas) paramagnéticas recubiertas con anticuerpo monoclonal de ratén anti-
PSA (ensayo de PSA Access Hybritech, Beckman Coulter, Brea, CA, EE.UU.) se lavaron con 500
pl de tampdn de incubacién (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4, 0,1% de Tween-20, 1% de BSA)
usando separacidon magnética. Las perlas se incubaron después con 1 ml de suero tratado y
neutralizado (que contiene 750 ul de suero originales) durante 1 hora a temperatura ambiente
(RT) con agitacion. A continuacion, las perlas se lavaron con 500 pl de tampén de lavado (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4, 1% Triton X-100) usando separacion magnética y el PSA
inmunoadsorbido se eluy6 en tres pasos usando 100 ul del tampdn Gentle Ag / Ab de elucién, pH
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6.6 (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) durante 30 minutos cada uno. El volumen de elucion
final fue de 300 ul. Las muestras se desalaron y se concentraron hasta un volumen final de 40 pl
utilizando un dispositivo de filtro Amicon Ultra-0.5 3K Centrifugal Filter Devices (Millipore, Cork,
IRL). Los filtros Amicon habian sido pre-tratados previamente con 5% de Brij-35 (Sigma-Aldrich,
Alemania) y se usaron para el desalado de la muestra de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

4. Determinacién de la relacion de fucosilacion interna (RFI)

Las muestras inmunoprecipitadas segun se ha comentado en el apartado anterior fueron
sometidas a una segunda etapa de inmunopurificacion mediante un ensayo de lectina unida a
enzima (ELLA; de Enzyme linked lectin assay).

Para ello, anticuerpos monoclonales de raton M-30 contra fPSA de Roche Diagnostics se
diluyeron a 8 ug / ml en tampon fosfato salino (PBS) y se unieron a microplacas Maxisorp negras
(FluoroNunc / LumiNunc Maxisorp Surface) durante la noche a tempertaura ambiente (r.t; que
significa de 20 a 30 °C). Las placas se lavaron 3 veces con solucion salina-T (solucién de NacCl al
0.9%, 0.05% v / v de Tween-20) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con
solucion de bloqueo (2% w / v PVP en PBS). Después de lavar con solucion salina-T, las muestras
obtenidas después de la inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-tPSA (PSA total IP) se afiadieron
en un volumen final de 100 ul en PBS - 0,1% Tween-20 (PBST) y se dejaron incubar durante 2 h a
temperatura ambiente. Después de lavar las placas con solucion salina, se afiadié la lectina
PhoSL biotinilada diluida a 1 pg / ml en solucion de lectina (150 mM Tris pH 7.4, NaCl 150 mM, 1
mM CaCl2, 1 mM MgCI2) y se dejo incubar durante 2 h a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron a continuacion con solucion salina-T y estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano
(GE Healthcare-, Reino Unido) [diluida 1: 5000 en PBS] y se dej6 incubar durante 1 h a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron con PBS y la deteccidn se realiz6 con 100 pl / pocillo
de el sustrato de peroxidasa de rdbano QuantaRed Enhanced Chemifluorescent HRP Substrate
(Thermo Scientific, EE.UU.). La reaccion se detuvo con 10 ul / pocillo de solucién de parada
QuantaRed Stop Solution (Thermo Scientific, EE.UU.) y la fluorescencia se leyé a 585 nm
después de excitacion a 530 nm en un lector de microplacas automatizado (BIO-TEK, EE.UU.).
Los pocillos que contenian sélo tampon PBST fueron utilizados como controles negativos
(blancos) y los pocillos con sueros de mujeres (sin PSA enddgeno pero procesados en paralelo
con las muestras) se utilizaron como controles para normalizar la sefal de fondo.

Este ensayo se utiliz6 para analizar el contenido de PSA que contiene fucosa interna (niveles de
fucosilacion interna) de una cohorte de sueros que consistié en 20 muestras de BPH (tPSA a partir
de 7.82 a 18.20 ng / ml) y 20 muestras de cancer de préstata (CaP) de alto riesgo (12 con un tPSA
a partir de 8,72 a 19.53 ng / ml y 8 con un tPSA de mas de 20 ng / ml). Para ello, los sueros fueron
tratados como se ha indicadio antes con etanolamina, e inmunoadsorbidos (inmunoprecipitados).
Seguidamente se analizaron con el ensayo ELLA descrito anteriormente. Para cada muestra, se
realizaron dos diluciones por duplicado que podrian ser interpolados en una curva de calibracién
realizada con PSA estandar comercial. La curva de calibracion oscil6 entre 0,8 a 13 ng de PSA
estandar por pocillo.

El PSA estadndar se corresponde con un PSA con un patron de glicosilacion caracterizado, que se
aflade a un pool de suero de mujer (por tanto, sin PSA enddgeno). El PSA estdndar que esta N-
glicosilado contiene un 77% de sus N-glicanos con fucosilacion interna.

Para realizar las réplicas correspondientes, se requirieron 1,5 ml de suero de cada muestra con

valores de tPSA por encima de 8 ng / mL. SOlo se usaron muestras con un coeficiente de
variacion (CV) por debajo del 15%. EI CV interensayo del ELLA se determin6 con una muestra de
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CaP de alto riesgo de 12,4 ng / ml de tPSA en cinco ensayos independientes y se encontré que
estaba por debajo del 10%.

Para cada muestra, la cantidad de PSA que contenia fucosa interna (obtenida a partir del ensayo
ELLA) se dividio por el valor de fPSA de la misma muestra inmunoprecipitada, utilizando la
plataforma ELECSYS®, y el cociente resultante se denominé relacién de fucosilacion interna
(RFI). La plataforma ELECSYS® en el dispositivo Modular Analytics E170 (Roche Diagnostics)
contiene el anticuerpo monoclonal biotinilado anti PSA libre (anti-fPSA) denominado M-30 para
medir el fPSA y el anticuerpo monoclonal biotinilado denominado M-36 anti PSA total (anti-tPSA).

La relaciéon de fucosilacion interna de las muestras se representd frente a la concentracion de
tPSA sérico en ng/mL (FIG. 1(A)) y frente a la agrupacion por patologias (BPH y PCa de alto
riesgo) (FIG. 1(B)). Como se muestra en la FIG. 1, el grupo de BPH mostro6 significativamente una
mayor relacion de fucosilacion interna (0.72 a 1.56) que los pacientes con CaP de alto riesgo
(0.53-1.00) (significacion establecida en p <0,05). Se realiz6 una curva ROC de la relacion de
fucosilaciéon interna y se comparé con la curva ROC de tPSA y la del porcentaje de fPSA. El
ensayo ROC realizado con las 40 muestras de suero de pacientes, mostré que los pacientes con
CaP de alto riesgo se discriminaban de los que padecian BPH con un 90% de sensibilidad y con
una especificidad del 95%, siendo el punto de corte del parametro denominado relaciéon de
fucosilacion interna (RFI) = 0.86 con un area bajo la curva (AUC) de 0.94 (Figura 1C).

Las bajas cantidades de PSA en suero (2-20 ng / ml), que representan sélo entre un 0.0000025 y
0.000025% en peso de la proteina total en suero, y el hecho de que otras proteinas de suero son
glicoproteinas que incluyen fucosa en el nicleo de sus N-glicanos, hace que desarrollar un ensayo
para detectar especificamente PSA fucosilado represente un desafio importante. Generalmente,
se lleva a cabo la deteccion de este monosacarido mediante lectinas. El método debe incluir una
etapa de inmunopurificacion del PSA para eliminar la mayoria de las proteinas séricas
glicosiladas, en particular aquellas que pueden contener fucosa en las cadenas oligosacaridas,
tales como las inmunoglobulinas, con el fin de que la sefal generada por la fucosa al ser
reconocida por la lectina pueda atribuirse a la molécula de PSA y no a otras.

Por eso, para poner a punto el método de la invencion primero se comprobd si otras proteinas
distintas del PSA que contuvieran fucosa en el nlcleo de sus N-glicanos se recuperaban en este
proceso de inmunopurificacion. Con este fin, se utiliz6 el PSA estandar con un patron de
glicosilacion caracterizado con el que se enriquecia un pool de suero de mujeres (por tanto, sin
PSA endogeno) (suero control). EI PSA estdndar que esta N-glicosilado contiene un 77% de sus
N-glicanos con fucosilacién interna. Este PSA estandar se afiadi6 en sueros control y fue
inmunopurificado utilizando anticuerpos contra tPSA (anti-tPSA) unidos covalentemente a perlas
magnéticas (IP PSA total) y también utilizando el anticuerpo monoclonal biotinilado contra fPSA M-
30 (PSA libre IP), este ultimo unido a perlas recubiertas de estreptavidina.

El PSA inmunoadsorbido en las dos inmunoprecipitaciones anteriores (con anti-tPSA o anti-fPSA)
se eluy6 con un tampoén de alta fuerza salina, se desald y se concentré usando filtros del tipo
centricon (Merk-Millipore). La cuantificacion de proteinas y de PSA
inmunoadsorbido/inmunoprecipitado indicé que el 99% de proteinas de suero habian sido
eliminadas y que el PSA se recuperaba en porcentajes de alrededor del 40% en peso. El PSA de
estas dos inmunoprecipitaciones se evalu6 en Western blot y con lectinas que reconocen la
fucosa para visualizar si con las inmunoprecipitaciones habia otras proteinas que habian sido
recuperadas y que presentaban fucosilacién interna. No se muestran los datos pero, aparecieron
bandas de proteinas de mayor peso molecular que el PSA.

Es por ello que, con la finalidad de eliminarlas se decidi6 llevar a cabo una doble
inmunoprecipitacion. Asi, después de inmunoprecipitar el tPSA, éste se someti6 a una
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inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-fPSA. Se comprobd en un Western blot que con la PhoSL
se detectaba una banda de PSA y apenas se detectaban otras glicoproteinas con fucosilacion
interna. Por eso se eligio la lectina PhoSL para determinar de manera mas especifica la cantidad
de PSA que contiene fucosa interna (también denominado aqui los niveles de fucosilacién o
niveles de fucosa).

5. Determinacion del porcentaje de PSA sérico que contiene acido sialico a2,3.

Se prepararon columnas de lectina (una por muestra aislada a analizar) mediante la carga de 250
pl de agarosa que contenia lectina de corteza de salco (SNA; Sambucus nigra agglutinin) (Vector
Laboratories, INC.) en tubos de centrifuga spin-X (0,22 micras de acetato de celulosa) de Corning,
Costar (NY, EE.UU.). La agarosa estaba en forma de perlas reticuladas al 4 % con un limite de
tamafio de exclusion molecular de 2x10’ daltons (Da). Las columnas de lectina se lavaron
vigorosamente con 4 ml de tampédn de lectina (LB) [Hepes 10 mM (pH 7.6), NaCl 150 mM, CaCl, 1
mM]. El PSA de las muestras de suero (0.75 ml por muestra) se purifico utilizando el protocolo de
inmunoprecipitacion (apartado 3) descrito antes. A continuacion, las muestras se diluyeron en LB
a un volumen final de 405 ul y se incubaron con lectina SNA durante 16 horas a 4°C. Las
columnas se centrifugaron 2 minutos a 2.000 rpm a 4°C y se lavaron dos veces (5 min cada uno)
con 500 pl de LB que contenia 1% de albumina de suero bovina (BSA) (UB; es la fraccién no
unida y que contiene PSA con so6lo acido sidlico a2,3 en la cadena oligosacarida tal como se
describe mas abajo). A continuacion, la fraccion unida se eluyd primero mediante la incubacion de
la lectina dos veces con 500 pl de una solucién 0,5 M lactosa en 1% de BSA en LB, durante 20
min a temperatura ambiente (fracciébn B1l). Se realiz6 una segunda elucién (B2) con 0,5 M de
lactosa en 1% de BSA en LB, y 0,2 M de acido acético. Las fracciones unidas (B, que contienen
PSA con acido sialico a2,6) se recogieron por centrifugacién a 2.000 rpm durante 2 minutos. En la
elucién 4cida, antes de la centrifugacion, se afiadieron al tubo colector 150 ul de Tris 1 M pH 9,0
con el fin de neutralizar la muestra. El PSA total (tPSA) y el PSA libre (fPSA) cargados en la
columna y eluidos en cada fraccion fueron cuantificados por el ensayo ELECSYS.

El porcentaje de PSA que comprende acido sialico a2,3 (% a2,3-PSA) en cada muestra de suero
aislada se calcul6 como el cociente entre la cantidad de fPSA de la fraccién no unida (UB-fPSA)
en la lectina respecto de la suma de las cantidades de fPSA de las fracciones no unida (UB-fPSA)
y unida (B-fPSA), segun la siguiente formula (Ib):

% a2,3-PSA = [(UB-fPSA) / ((UB-fPSA) + (B-fPSA))] x 100 (Ib)

Con esta metodologia se analizo el porcentaje de PSA que comprende acido sialico 02,3 en las
muestras de suero de una cohorte de sujetos que consistia en 22 muestras de BPH (tPSA de 5.53
a 14.71 ng / mL), 11 muestras de cancer de préstata (CaP) de bajo riesgo (tPSA de 5.10 a 9.75 ng
/ mL), 11 muestras de cancer de prostata (CaP) de riesgo intermedio o0 moderado (tPSA a partir de
5.44 a 17.63 ng / mL) y 21 muestras de cancer de préstata (CaP) de alto riesgo (13 con un tPSA a
partir de 4.14 a 19.53 ng / mL y 8 con un tPSA mas de 20 ng / mL). La cuantificacion del fPSA de
las fracciones no unidas y unidas de cada muestra una vez sometidas a la cromatografia permitié
calcular los porcentajes relativos de PSA en la fraccion no unida (PSA-02,3 sialilado) y en las
fracciones unidas (PSA a2,6-sialilado). La variacion interensayo del método se determin6 usando
un suero de CaP (tPSA de 31.89 ng / mL) en 10 experimentos independientes, y se encontré que
estaba por debajo del 5%.

En la FIG. 2 (A) se muestra el porcentaje de PSA no unido de las muestras, lo que corresponde al
porcentaje de PSA que comprende acido sidlico 02,3 (o PSA 02,3-sialilado), respecto la
concentracion de PSA total (tPSA) en el suero de cada muestra. En la FIG. 2(B) se muestra este
mismo parametro para cada uno de los cuatro grupos o tipos de muestras/pacientes ensayados.
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De esta FIG. 2 (A) y (B) se desprende que hay un aumento significativo de PSA que comprende
acido sialico a2,3 en el grupo de pacientes con CaP de alto riesgo (CaP HR 26.5 a 61.4%) en
comparacion con los otros tres grupos: CaP de riesgo intermedio (CaP IR; 16.9-35.5%); CaP de
bajo riesgo (CaP LR; 12.5 a 29.9%); BPH (13.4-33.5%), con una significacion de p <0,05). No se
encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de PSA a2,3-sialilado en BPH y los
pacientes con CaP de riesgo bajo y moderado.

Ademads, se representaron graficamente las curvas ROC del del porcentaje de PSA que contiene
acido sialico 02,3 (% a2,3—PSA) y se compararon con las curva ROC de tPSA y del porcentaje de
fPSA (FIG. 2(C)). El ensayo ROC para % a2,3—PSA realizado con las 65 muestras de suero de
pacientes mostré que los pacientes con CaP de alto riesgo se discriminaban muy bien de los
pacientes con BPH y de los pacientes con canceres de préstata de riesgo intermedio o bajo. La
sensibilidad fue del 85.7% y la especificidad de 95.3% si se analizaba el % a2,3-PSA de las
muestras respecto un valor control de referencia o de corte del 30% . El valor de area bajo la
curva (AUC = 0.968) se calcul6 como una indicacion de la exactitud de la prediccién del parametro
% a2,3—PSA.

Ademas, el % a2,3—-PSA correlacioné significativamente (p <0,01) con la puntuacién de Gleason
del tumor (coeficiente de correlacion de 0.54) (FIG. 3). Con ello, esta relacién conlleva la ventaja
gue puede ayudar a los médicos a mejorar la evaluacion del prondsticoutilizando un parametro
medido en suero, pudiendo reducir asi el nimero de biopsias de prostata.

La metodologia para determinar los niveles de acido sialico a2,3 en PSA (o PSA que comprende
acido sialico a2,3) se basé, por tanto, en una cromatografia con una fase sélida que comprendia
lectina, en patrticular utilizando columnas de agarosa con SNA. LaSNA se une a glicoconjugados
gue comprenden acido sialico a2,6.

Como se decia antes, la fraccion UB comprendia el PSA con acido sialico a2,3 porque
previamente los inventores llevaron a cabo un ensayo de especificidad de la columna de
cromatografia (0 lo que es lo mismo de la fase sélida con lectina). La especificidad de la
cromatografia SNA fue validada usando primero el PSA estandar disuelto en suero de mujer. En
primer lugar, se establecio la proporcion de SNA-agarosa / suero, para evitar la saturacion de la
columna de lectina, que fue de 10 pl de suero en 500 ul de agarosa-SNA. Para aumentar la
cantidad de suero y para evitar la saturacion de la columna debido a otras proteinas séricas
sialiladas, la muestra de suero que contiene PSA estandar fue inmunoadsorbida primero utilizando
anticuerpos monoclonales contra PSA total (anti-tPSA) unido covalentemente a perlas magnéticas
como se ha descrito anteriormente, lo que permitié cargar 0.75 ml de suero inicial. Después de
optimizar el protocolo, la selectividad de la columna de lectina SNA para acido sialico a2,6 se
evalud utilizando este PSA estandar tratado. El PSA estdndar se someti6 a cromatografia y la
fraccion retenida se eluy6 usando lactosa 0.5 M. Una segunda fraccion se eluy6 con lactosa 0.5 M
en acido acético 0.2 M en 0.001% de BSA. La cuantificacion del fPSA de la fraccion UB y de las
dos fracciones unidas Bs se realiz6 utilizando la plataforma ELECSYS (antes detallada).

A continuacion, se calcularon los porcentajes relativos de fPSA en la fraccion no unida (PSA a2,3-
sialilado) y en las fracciones unidas (PSA-02,6 sialilado). Por tanto, se pudo determinar que el
25% del PSA estandar contenia N-glicanos-a 2,3 sialilados de acuerdo con los datos publicados
anteriores (Tabares et al, supra). El PSA de las fracciones UB y B se aisl6 utilizando electroforesis
de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se tifié con azul de Coomassie. El analisis de densitometria de
las bandas de gel revel6 un 25,7% de PSA en la fraccion no unida (UB) vs un 75.4% en fracciones
unidas (B1 + B2) que era consistente con el porcentaje de &cido sialico 02,3 / acido sialico a2,6
obtenido en andlisis anteriores (Tabarés et al., supra).
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Se realizé la escision de la banda de proteina y la liberacion de los N-glicanos del PSA se llevo a
cabo con la enzima PNGasa. En resumen, las fracciones de gel se lavaron y trataron con PNGasa
F para liberar los N-glicanos del PSA. Estos N-glicanos se marcaron fluorescentemente con 2-
aminobenzamida (2AB) por aminacién reductiva usando el kit Ludger Tag 2AB. El exceso de 2AB
se eliminé por cromatografia ascendiente en papel Whatman 3MM en acetonitrilo. Los glicanos
marcados con 2AB se digerieron en 10 pl de tampdn acetato de sodio 50 mM, pH 5.5 durantel8
horas a 37 °C con la sialidasa de Arthrobacter ureafaciens (ABS) (EC 3.2.1.18), 0.5 U/ml o la
sialidasa de Streptococcus pneumonia (NAN1) (EC 3.2.1.23) especifica de &cido sialico a2,3, 1.7
U/ml. Seguidamente se separaron las enzimas (filtracion por filtros EZ de Millipore) y se analizaron
los N-glicanos mediante cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC). Estos N-glicanos
derivatizados con 2AB se separaron por cromatografia liquida de ultraresolucién y con deteccion
de fluorescencia (dispositivo Waters Acquiti UPLC). La columna para la separacién consitié en una
columna de glicano BEH de 2.1 x 150 mm, 1.7 um de particulas BEH (Solvente A: 50 mM &cido
formico ajustado a pH 4.4 con solucion de amoniaco; Solvente B: acetonitrilo; T2 columna 30 °C;
El método cromatogréfico fue de n 30 min con ungradiente lineal de 70-53 % acenonitrilo a 0.56
mL/min. El volumen de inyeccion fue de 20 pl de muestra en 60% v/v de acetonitrilo; Deteccién
fluorescencia: excitacion a 330 nm y emisién a 420 nm). Los tiempos de retencién se trasladaron a
unidades de glucosa (GU) con la ayuda de un estandar realizado con dextrano hidrolizado.

La secuenciacién de los N-glicanos liberados del PSA mostr6 que la fraccion no unida (UB)
contenia glicanos monosialilados principalmente y unos pocos glicanos disialilados que fueron
digeridos a las correspondientes estructuras neutras con NANL1, tratamiento especifico con a2,3-
sialidasa. Por lo tanto, la fraccidn libre contenia solo el PSA con acido sialico a2,3 que no quedaba
retenido en la columna de la SNA. Ambas fracciones unidas (B= B1+B2) contenian N-glicanos con
acido sialico 02,6. La FIG. 4 muestra el perfil de retencién de las distintas muestras UB y B de
PSA estandar tratados con PNGasa y con los N-glicados digeridos por NAN1 o ABS. Los perfiles
procedentes de la fraccibn UB muestran como inicialmente los distintos tipos de oligosacaridos (N-
glicanos) comprendian acido sialico a2,3, que desaparecian una vez digeridos con NAN1 y
también con ABS (que digiere cualquier forma de acido sialico a2,6 o a2,3). Por otro lado, los
perfiles de retencién de las fracciones unidas (Bs) muestran que mayorotariamente comprendian
PSA con acido sialico a2,6.

En todos los ensayos llevados a cabo y descritos en esta descripcion, el andlisis estadistico se
llev6 a cabo segun se describe a continuacion:

Los pacientes fueron divididos en cuatro grupos; BPH, CaP de bajo riesgo, CaP de riesgo
intermedio y CaP de alto riesgo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en los pacientes
dentro del rango de tPSA entre 4.14y 109.7 ng / mL.

Los medios de comparacion y el analisis de correlacion de las variables se realizaron utilizando el
programario IBM SPSS Statistics 19 para Windows. Los datos con un coeficiente de variacion
entre ensayos de CV> 15% no se incluyeron en los andlisis estadisticos. Las variables fueron
analizadas para la normalidad y homocedasticidad mediante los tests de Kolmogorov-Smirnov y
de Levene. Cuando se cumplieron estos criterios (estudio de acido sidlico 02,3% (SA)), las
diferencias entre los grupos fueron analizados mediante ANOVA con el test post-hoc de
Bonferroni. Al contrario, para los grupos no normalmente distribuidos (estudio de fucosilacion) se
realizé el test U de Mann-Whitney. Las curvas ROC se generaron con el software SPSS. Para el
contenido a2,3-SA se calcul6 el valor de criterio superior correspondiente al mas alto del promedio
de sensibilidad y especificidad con el software estadistico R (version 3.1.2). Se realiz6 la regresion
bivariante (correlaciéon de Pearson) para evaluar el valor diagnéstico del contenido a2,3-SA. En
todos los andlisis estadisticos, el nivel significativo se fij6 en 5%. Los resultados se muestran
como las medias de los valores (95% de intervalo de confianza, IC).
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REIVINDICACIONES

1.- Método para el diagndstico in vitro del cancer de prdéstata de alto riesgo en una muestra fluida
aislada de un sujeto, caracterizado porque comprende determinar el patron de glicosilacion del
antigeno prostético especifico de la muestra, dicho patron definido por la presencia y proporcion
de fucosa interna y/o por la presencia y porcentaje de antigeno prostatico especifico que
comprende acido sialico a2,3, y donde el método comprende:

(A) Determinar la cantidad de antigeno prostatico especifico de la muestra que comprende
fucosa interna y calcular un parametro denominado relacién de fucosilacién interna de la
muestra, como el cociente entre la cantidad de antigeno prostatico especifico que
comprende fucosa interna respecto a la cantidad de antigeno prostatico especifico libre de la
muestra, segun la férmula (11)

RFI = (fucose-PSA) / fPSA (1,

donde RFI es la relaciéon de fucosilacion interna, fucose-PSA es la cantidad de
antigeno prostatico especifico de la muestra que comprende fucosa interna y fPSA es
la cantidad de antigeno prostatico especifico libre de la muestra;

ylo

(B) Separar el antigeno prostatico especifico de la muestra en dos fracciones B y UB,
mediante la interaccion con una fase sélida que comprende lectinas especificas contra acido
sidlico, donde la fracciobn UB comprende antigeno prostatico especifico con acido sialico
02,3 y no comprende antigeno prostatico especifico con acido sialico 02,6, y donde la
fraccion B comprende antigeno prostéatico especifico con acido sialico a2,6; determinar en
cada una de estas fracciones UB y B la cantidad de antigeno prostatico especifico; y
calcular el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a2,3,
calculando el cociente entre la cantidad de antigeno prostatico especifico de la fraccion UB
(UB-PSA) respecto a la suma de la cantidad de antigeno prostético especifico de las
fracciones UB (UB-PSA) y B (B-PSA) de acuerdo con la férmula (1)

% a2,3-PSA = [(UB-PSA) / ((UB-PSA) + (B-PSA))] x 100 (la);

donde:

si el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a2,3 es mayor que
un valor control de referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de prostata de alto riesgo; y/o
si la relacién de fucosilacién interna en la muestra aislada es menor que un valor control de
referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de préstata de alto riesgo, donde el cancer de
prostata de alto riesgo es aquel que se corresponde con una puntuacion de grado Gleason igual o
superior a 8 o grado Gleason 7 con metéstasis.

2. - Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende determinar el patrén de
glicosilacion del antigeno prostatico especifico de la muestra, dicho patron definido por la
presencia y proporcién de fucosilacion interna y/o por la presencia y porcentaje de &cido sialico
02,3, de acuerdo con las siguientes etapas:

(a) mezclar la muestra fluida aislada con una solucién de etanolamina a una concentracion molar
final de etanolamina de 0.5 al 2.5 M;
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(b) inmunoprecipitar la solucion obtenida en la etapa (a) con un anticuerpo especifico de antigeno
prostatico especifico y eluir el antigeno prostatico especifico inmunoprecipitado para recuperar el
antigeno prostatico especifico de la muestra; y

(c) en la solucion de la etapa (b):

(c.1) Separar el antigeno prostatico especifico en dos fracciones B y UB, mediante la
interaccion con una fase sdlida que comprende lectinas especificas contra acido sidlico,
donde la fraccibn UB comprende antigeno prostatico especifico con &cido sialico a2,3 y no
comprende antigeno prostatico especifico con acido sialico a2,6, y donde la fraccion B
comprende antigeno prostatico especifico con acido sialico a2,6;

(c.2) determinar en cada una de estas fracciones UB y B la cantidad de antigeno prostéatico
especifico; y

(c.3) calcular el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico
02,3, calculando el cociente entre la cantidad de antigeno prostatico especifico de la fraccion
UB (UB-PSA) respecto a la suma de la cantidad de antigeno prostatico especifico de las
fracciones UB (UB-PSA) y B (B-PSA) de acuerdo con la formula (1a)

% a2,3—PSA = [(UB-PSA) / (UB-PSA) + (B-PSA))] x 100 (1a);
ylo

(d) En la solucién de la etapa (b) determinar la cantidad antigeno prostatico especifico libre y
determinar la cantidad de antigeno prostéatico especifico que comprende fucosa interna; y calcular
un parametro denominado relacion de fucosilacion interna de la muestra como el cociente entre la
cantidad de antigeno prostético especifico que comprende fucosa interna (fucose-PSA) respecto a
la cantidad de antigeno prostatico especifico libre de la muestra segun la formula (lI)

RFI = (fucose-PSA) / fPSA (1);
donde:

si el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico 02,3 segun la
férmula (Ia) es mayor que un valor control de referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de
préstata de alto riesgo; y/o si la relacion de fucosilacion interna segun la formula (11) en la muestra
aislada es menor que un valor control de referencia, el sujeto es diagnosticado de cancer de
prostata de alto riesgo, donde el cancer de préstata de alto riesgo es aquel que se corresponde
con una puntuacion de grado Gleason igual o superior a 8 o grado Gleason 7 con metastasis.

3. Método segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la concentracion molar de etanolamina
en la solucion de la etapa (a) es de 1 a 1.5 molar.

4. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-3, caracterizado porque la etapa (a) se
lleva a cabo a una temperatura de 20 °C a 40 °C.

5. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, caracterizado porque la etapa (a) se
lleva a cabo por un periodo de tiempo de 20 horas a 75 horas.

6. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la muestra
fluida aislada del sujeto se selecciona del grupo constituido por sangre completa, suero, plasma y
orina.

7.- Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque la muestra aislada es suero.
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8. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porque el porcentaje de
antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a-2,3 se determina mediante
cromatografia de afinidad en una columna con una fase sdélida que comprende lectina de
Sambucus nigra (SNA) y se procede de acuerdo con las siguientes etapas:

(i) el antigeno prostatico especifico de la muestra se incuba con la lectina de Sambucus nigra en
una columna de cromatografia por un periodo de 15 horas a 20 horas y a una temperatura de 2 °C
a 7 °C, dicha lectina de Sambucus nigra con la capacidad de retener el antigeno prostatico
especifico que comprende acido sialico a-2,6;

(i) se centrifuga la columna y se eluye al menos dos veces durante 3-7 minutos, con un volumen
de 200-700 pl de una solucién tamponadora, para obtener la fraccién no unida a la columna (UB)
y que comprende el antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a2,3;

(iii) se eluye la fraccion de antigeno prostatico especifico unido a la columna (B), que comprende
acido sidlico a2,6, de acuerdo con las siguientes dos sub-etapas:

- incubar dos veces la lectina con una solucién tampdén que comprende lactosa a una
temperatura de 20 °C a 30 °C y a un pH de 7 a 7.5 para obtener una primera fraccion de
eluido; e

- incubar la lectina con una solucién acida a un pH de 2.5 a 3 que comprende lactosa a una
temperatura de 20 a 30 °C para obtener una segunda fraccion de eluido y neutralizarla a
unpHde 7 as;

(iv) se determina el antigeno prostético especifico de cada una de las etapas (ii) y (iii) y se calcula
el porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a-2,3, como el
cociente entre el antigeno prostatico especifico de la fraccion UB de la etapa (ii) respecto de la
suma del antigeno prostatico especifico de las fracciones UB y B de las etapas (ii) y (iii), de
acuerdo con la formula (la) anterior.

9. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porque la
determinacioén de la relacion de fucosilacion interna se lleva a cabo mediante un ensayo de lectina
unido a enzima (ELLA) con la lectina de Pholiota squarrosa (PhoSL) conjugada con biotina, de
acuerdo con las siguientes etapas:

(i) se incuba el antigeno prostatico especifico de la muestra fluida aislada con un anticuerpo
especifico de antigeno prostatico especifico libre por un tiempo de 1 a 3 horas;

(ii) se anade tras la etapa (i) la lectina de Pholiota squarrosa (PhoSL) conjugada con biotina por un
tiempo de 1 a 3 horas;

(iii) se aflade tras la etapa (ii) una solucion de estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano
por un periodo de 1 a 1,5 horas, periodo tras el cual se afiade el sustrato de la enzima peroxidasa
conjugado a una molécula emisora de fluorescencia 'y se determina la fluorescencia emitida, que
es proporcional a la cantidad de antigeno prostético especifico que comprende fucosa interna; y

(iv) se determina el antigeno prostético especifico libre de la muestra y se calcula la relacion de
fucosilacion interna, de acuerdo con la férmula (Il) anterior.

10. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, caracterizado porgue el valor control

de referencia de la relacion de fucosilacion interna es 0.86 y el valor control de referencia del
porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a-2,3 es del 30 %.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2615538 Al

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, caracterizado porque es para el
diagnéstico diferencial de cancer de préstata de alto riesgo del cancer de préstata de riesgo
intermedio y de riesgo bajo y de enfermedades benignas de la préstata.

12. Método segun la reivindicacion 11, caracterizado porque las enfermedades benignas de
préstata se seleccionan del grupo formado por hiperplasia benigna de proéstata, prostatitis y
manipulaciones de la prostata.

13. Método para decidir o recomendar un régimen médico para cancer de prostata de alto riesgo,
dicho régimen médico seleccionado entre tratamiento farmacolégico e intervencion quirdrgica, que
comprende llevar a cabo el método de diagndstico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-
12; y donde, si el sujeto es diagnosticado de cancer de préstata de alto riesgo se recomienda o
decide el régimen médico indicado para el cancer de prostata, y si el sujeto no es diagnosticado
de cancer de prostata de alto riesgo pero es diagnosticado de una enfermedad benigna de
prostata o cancer de préstata de riesgo bajo o moderado se recomienda o decide el régimen
médico para esta otra enfermedad.

14. Uso de (a) la relacion de fucosilacion interna, que resulta de determinar en una muestra fluida
aislada de un sujeto el cociente entre la cantidad de antigeno prostatico especifico que comprende
fucosa interna y la cantidad de antigeno prostatico especifico libre de la muestra; y/o (b) del
porcentaje de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a-2,3, y que resulta de
calcular la relacién entre el antigeno prostatico especifico de una fraccion no unida a lectina
especifica contra acido sialico respecto de la suma de las fracciones de antigeno prostatico
especifico unido y no unido a dicha lectina, como biomarcadores independientes de cancer de
prostata de alto riesgo, donde el cancer de préstata de alto riesgo es aquel que se corresponde
con una puntuacién de grado Gleason igual o superior a 8 o grado Gleason 7 con metastasis.

15. Uso segun la reivinidcacion 14, caracterizado porque la muestra fluida aislada donde se
determina la cantidad de antigeno prostatico especifico que comprende fucosa interna y/o la
cantidad de antigeno prostatico especifico de las fracciones unida y no unida a lectina, es una
muestra que previamente ha sido mezclada con una solucién de etanolamina, esta etanolamina a
una concentraciéon molar final de 0.5 M al 2.5 M, y seguidamente inmunoprecipitada con un
anticuerpo especifico de antigeno prostatico especifico.

16. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 14-15, donde la muestra fluida aislada del
sujeto se selecciona del grupo constituido por sangre completa, suero, plasma y orina.

17. Uso segun la reivindicacion 16, donde la muestra fluida aislada del sujeto es suero.

18. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 14-17, donde el biomarcador es para el
diagnostico diferencial de cancer de pristata de alto riesgo y cancer de prostata de riesgo bajo o
intermedio y/o enfermedades benignas de la prostata.

19. Kit que comprende medios para determinar en una muestra fluida aislada de un sujeto la
cantidad de antigeno prostatico especifico que comprende acido sialico a-2,3 y/o la cantidad de
antigeno prostético especifico que comprende fucosa interna, caracterizado porque comprende:

(a) un anticuerpo especifico de antigeno prostatico especifico libre; y

(b) una fase sdlida para columna cromatografica de afinidad que comprende una lectina especifica
contra acido sialico y, opcionalmente, soluciones para la elucién de la muestra cargada en dicha
columna, como medios para detectar y cuantificar la cantidad antigeno prostatico especifico que
comprende acido sialico a-2,3; y/o
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(c) una lectina especifica contra fucosa y conjugada con biotina; opcionalmente un anticuerpo
especifico de antigeno prostético especifico libre, dicho anticuerpo inmovilizado en una placa de
pocillos; y opcionalmente, una solucién de estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano y un
sustrato de la enzima peroxidasa conjugado a una molécula emisora de fluorescencia, como
medios para detectar y cuantificar el antigeno prostatico especifico que comprende fucosilacién
interna.

20. Kit segun la reivindicacion 19, donde la lectina especifica contra acido siélico es la aglutinina
de Sambucus nigra (SNA) y la lectina especifica contra fucosa interna es la lectina de Pholiota
squarrosa (PhoSL).

21. Kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 19-20, caracterizado porque ademas
comprende:

(&) una solucion de etanolamina para ser mezclada con la muestra del sujeto y obtener una
concentracion final de etanolamina del 0.5 al 2.5 M; y

(b) un anticuerpo especifico de antigeno prostatico especifico unido a un soporte para
inmunoprecipitacion.
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