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Resumen

SINTESIS

El cancer de préstata en Cuba es un problema de salud (2 672 casos diagnosticados y
2 769 defunciones en el 2007). Varios métodos diagndsticos se han implementado para
la deteccién y manejo de esta enfermedad, destacando entre ellos la determinacion
seroldgica del antigeno especifico de prostata (PSA).

En el presente trabajo se genero y caracterizdé un panel de 11 anticuerpos monoclonales
(AcMs) IgG1 que detectan con alta afinidad los epitopos principales descritos del PSA,
tanto en solucion como adherido a la placa del ensayo.

A partir del panel de AcMs obtenidos se realizé la estandarizacidon de un ensayo tipo
ELISA para la deteccion equimolar del PSA sérico total (asociado vy libre), basado en el
anticuerpo monoclonal CB-PSA.4 en el recubrimiento y el CB-PSA.9 acoplado con
biotina como trazador, con un limite de deteccion de 0,15 ng/mL. Igualmente, se
estandarizé un sistema para la deteccién en suero del PSA libre, basado en los AcMs
CB-PSA.4 (recubrimiento) y CB-PSA.2 acoplado con biotina (trazador), con un limite de
deteccion de 0,5 ng/mL.

Finalmente, con el propdsito de emplear el PSA como estandar en los ensayos tipo
ELISA, se desarroll6 un método simple de inmunopurificacion basado en el AcM
CB-PSA.2, con el que se obtuvo el PSA con un grado de pureza superior al 90%.

El Centro de Inmunoensayo tomando como base el panel de AcMs y los resultados del
presente trabajo, desarrollé y registré dos sistemas diagnésticos para la deteccion del

PSA en el suero humano.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El cancer de prostata (CP) es actualmente en Cuba la neoplasia mas frecuente entre los
hombres, con aparicion a edades avanzadas (usualmente mas de 50 afos). En la
mayoria de los paises desarrollados se ubica en el segundo lugar, en cuanto a
incidencia y mortalidad, entre todas las enfermedades tumorales para este sexo. En los
paises en vias de desarrollo se encuentra entre las diez primeras causas de muerte
relacionadas a tumores, constituyendo un problema global de salud’.

El cancer de prostata en Cuba es un problema creciente. Diversos factores se asocian
con el manejo e impacto de los mismos en la sociedad cubana. La tasa de incidencia en
Cuba es la tercera mas alta entre los tumores que afectan a los hombres (47,5 por
100 000 habitantes), con 2 672 casos diagnosticados con cancer de prostata durante el
afio 20072, sin que exista una pesquisa general de la poblacion en riesgo. En el afo
2007 fallecieron 2 769 hombres por complicaciones relacionadas con el cancer de
prostata®. El incremento de la esperanza de vida de la poblacién cubana y el alto
porcentaje relativo de sujetos de raza negra en esta poblacion, raza que se asocia con
las variantes mas agresivas del tumor, son aspectos que inciden en la epidemiologia de
la enfermedad en Cuba. Igualmente, el diagndstico presuntivo masivo con la aplicacion
del examen digital rectal (DRE, siglas en inglés) como alternativa simple y barata choca
contra costumbres culturales enraizadas en la sociedad cubana que no posibilitan
establecer una campana efectiva empleando dicho método. El acceso gratuito a la salud
y el esfuerzo del gobierno por situar la salud como un bienestar de todos los cubanos,
favorecen la implementacion de politicas extensivas para el diagnostico a tiempo y la

terapia efectiva de las enfermedades, por lo cual existen condiciones propicias para
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establecer politicas generales que conlleven un manejo integral y favorable del CP en la
sociedad cubana.

Varios métodos diagndsticos se han implementado para la deteccion de esta
enfermedad, estos comprenden desde el DRE o el ultrasonido transrectal (TRUS, siglas
en inglés), hasta el empleo de marcadores tumorales como la fosfatasa acida de
préstata (PAP, siglas en inglés) y el antigeno especifico de prostata (PSA, siglas en
inglés). No obstante, se acepta que para el diagnéstico definitivo del CP es necesario
realizar una biopsia de la glandula prostatica.

Aunque todos estos métodos diagndsticos presentan sus ventajas y desventajas, y han
sido utilizados de forma combinada con el objetivo de aumentar la sensibilidad y
especificidad en el diagnéstico de la enfermedad, la introduccion del PSA como
marcador tumoral per se, revolucioné el diagndstico del CP.

Entre las multiples ventajas de la determinacion serolégica de PSA se encuentran: (a)
permite detectar tumores que con frecuencia, por su localizacion anatémica en la
glandula y el estadio del tumor, escapan al DRE y al TRUS, (b) con su empleo se logra
una mayor especificidad en el diagndstico del CP en comparacion con el DRE vy el
TRUS, (c) constituye un método menos invasivo, que puede ser realizado como un
analisis de rutina en laboratorios clinicos, por personal no profesional, sin requerir
grandes recursos. Ademas, la determinacién del PSA no solo es la herramienta mas
importante en el diagnostico del CP sino que también puede ser utilizada en la
determinacion del estadio tumoral, el prondstico y la deteccion de recidivas de la

enfermedad a la terapia indicada*.
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Las ventajas que ofrece el PSA en el diagnéstico del CP, principalmente en la deteccidn
temprana de la enfermedad, donde el tumor se encuentra confinado a la préstata,
aumentan las posibilidades de éxito de las terapias disponibles como son la
prostatectomia radical y la radioterapia, con el consiguiente incremento en la calidad y la
esperanza de vida de los pacientes afectados por esta patologia.

Ningun método diagndstico es infalible y en particular la determinacion del PSA conlleva
un incremento de los gastos en el servicio de salud, asociado con la determinacion
seroldégica del PSA vy las evaluaciones posteriores tanto diagndsticas, como las
requeridas para la seleccién, seguimiento y modificacion de terapias en los pacientes
con CP°.

En Cuba, el DRE se indica de rutina como diagndstico presuntivo de la enfermedad. Esto
implica que se detecte aproximadamente un 50% del total de los casos de CP que
pudieran registrarse con el empleo del PSA®. Ademas, como consecuencia del bajo valor
predictivo positivo del examen con el DRE (solo 28%)5, es de esperar que se realicen un
gran numero de biopsias innecesarias con el consiguiente costo econdmico y molestias
al paciente.

Problema cientifico

Tomando en cuenta que la poblacién cubana se encuentra entre las mas afectadas por
esta enfermedad a escala mundial, que el desarrollo de un inmunoensayo para la
cuantificacion del PSA en el suero humano significa un paso importante en el
diagndstico, pronostico y seguimiento del CP en nuestro pais, unido a que el acceso a
estos sistemas comerciales conlleva una erogacion importante de dinero, se presenta la

necesidad de contar con estos ensayos propios para su empleo en Cuba y otros paises.
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Hipotesis

Para abordar el problema antes mencionado se formulé la siguiente hipotesis de trabajo:
‘Es posible obtener anticuerpos monoclonales de alta afinidad contra el antigeno
especifico de prostata con capacidad para la deteccion equimolar de las variantes
séricas principales del PSA y para purificar dicho antigeno a partir del plasma seminal”.
Con vistas a desatrrollar el trabajo experimental nos propusimos los siguientes objetivos:

1. Generar y caracterizar anticuerpos monoclonales (AcMs) de ratén que
reconozcan de manera especifica al PSA.

2. Desarrollar un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA ultrasensible (Inmunoensayo
enzimatico en fase sdlida, siglas en inglés) de doble anticuerpo, con la capacidad
de cuantificar de forma equimolar el PSA sérico total (asociado y libre).

3. Desarrollar un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA ultrasensible de doble
anticuerpo, con la capacidad de cuantificar el PSA libre en el suero humano.

4. Evaluar la capacidad de los AcMs para purificar el antigeno especifico de prostata
a partir del plasma seminal, para su posible empleo como estandar en los
inmunoensayos que detecten PSA total o libre.

Las tareas principales a desarrollar para dar cumplimiento a los objetivos propuestos
son:
Generacion de anticuerpos monoclonales anti-PSA

1. Inmunizacién de ratones BALB/c con PSA seminal. Medicion de los titulos de

anticuerpos IgG anti-PSA.
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2. Desarrollo de la fusidn celular de esplenocitos murinos con mielomas mediante el
empleo del polietilenglicol (PEG) como agente fundente y la seleccién de los
hibridomas mediante el empleo de medios selectivos.

3. Pesquisa de los hibridomas secretores de anticuerpos IgG anti-PSA. Seleccién y
clonaje de los hibridomas potenciales.

4. Purificacion, mediante Proteina A, de los anticuerpos monoclonales anti-PSA
obtenidos.

5. Caracterizacion funcional del panel de anticuerpos obtenidos: determinacién de la
subclase, afinidad, mapeo epitdpico, especificidad, reconocimiento en solucién,
entre otros parametros.

Desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA de doble anticuerpo para la
deteccidon equimolar del PSA total

1. Seleccion de la combinacion de anticuerpos monoclonales con mejor perfil de
deteccion del PSA total en suero.

2. Determinacién del limite de deteccion y rango lineal del ensayo ELISA.

3. Caracterizacion del sistema ELISA desarrollado. Evaluacion de la deteccion
equimolar del PSA total en el suero humano.

Desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA para la deteccion del PSA
libre

1. Seleccion de las variantes de anticuerpos monoclonales con mejor perfil de
deteccion.

2. Determinacién del limite de deteccion y rango lineal del ensayo ELISA.

3. Caracterizacion del sistema ELISA desarrollado.
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Purificacion del PSA a partir de plasma seminal empleando anticuerpos
monoclonales (inmunopurificacion)

1. Seleccion del AcM y condiciones de elucién.

2. Inmovilizacién de los AcMs seleccionados.

3. Purificacién del PSA a partir de plasmas seminales y caracterizacion del método

de purificacion empleado.

Novedad cientifica
La novedad de esta investigacion, de relevancia y actualidad para la salud en nuestro
pais, radica en la obtencion de un panel de anticuerpos que incluye AcMs anti-PSA utiles
para el desarrollo de ensayos equimolares que muestran caracteristicas analiticas
similares a los empleados a nivel mundial y que permiten implementar pesquisas del
cancer de prostata en Cuba.
Dentro del panel de AcMs se caracteriza el AcM anti-PSA.4, con una alta afinidad por el
PSA y un reconocimiento equimolar de las variantes principales de este antigeno en
suero.
De igual forma se caracteriza un método para la inmunopurificacion del PSA a partir de
plasma seminal, empleando un AcM anti-PSA del panel obtenido, lo que constituye una
nueva metodologia para la obtencion de este antigeno de manera simple y con un alto
grado de pureza.
Estos resultados fueron el soporte de la patente CUB 125/2000, titulada: “Anticuerpos
monoclonales contra el antigeno especifico de prostata y su empleo en el diagnostico y

la inmunopurificacion”, otorgada en Cuba en el afio 2004.
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Impacto econdémico y social

A partir de los resultados del presente trabajo, el Centro de Inmunoensayo (CIE)
tomando como base el panel de AcMs, desarroll6 y registréd dos sistemas diagndsticos
para la deteccion del PSA total y libre en el suero humano, asi como el empleo del
sistema de inmunopurificacion descrito en el presente trabajo para la obtencion de los
patrones de PSA necesarios en estos sistemas diagndsticos. Estos sistemas de
diagnéstico se encuentran registrados en Cuba, Venezuela, México, Colombia, Brasil,
Peru y Argentina.

En Cuba desde el 2009 se han realizado 1 271 808 determinaciones, con el consiguiente
ahorro de divisas para el pais. En Venezuela se han empleado 992 736 determinaciones
de estos sistemas, constituyendo una fuente de exportaciones para nuestro pais.

En estos momentos se crea en Cuba una red de unidades para la pesquisa activa de
enfermedades, que incluye el empleo de los sistemas registrados por el CIE, basados en
el panel de AcMs generado en el presente trabajo. El diagndstico temprano de la
enfermedad brinda la oportunidad de un tratamiento personalizado y mejores
condiciones de vida. Ilgualmente, estos sistemas de deteccion del PSA permiten el
seguimiento periodico de la respuesta del paciente a la terapia indicada, lo que posibilita
el ajuste de la conducta terapéutica en cada paciente. Al constituir una de las principales
causas de muerte en Cuba, el impacto en la familia es indudable.

Los resultados obtenidos en este trabajo han sido objeto de las siguientes publicaciones

en revistas internacionales de impacto (publicaciones arbitradas):

10
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(1) Acevedo B, Perera Y, Ruiz M y colaboradores. Development and validation of a
quantitative ELISA for the measurement of PSA concentration. Clinica Chimica
Acta 2002; 317: 55-63.
(2) Acevedo B, Perera Y, Torres E y colaboradores. Fast and novel purification
method to obtain the prostate specific antigen (PSA) from human seminal plasma.
The Prostate 2006; 66: 1029-36.
Este trabajo formé parte de un proyecto multinacional de la OIEA (Organizacion
Internacional de la Energia Atdmica) con evaluaciones satisfactorias y la publicaciéon en
la revista de esta organizacion (Colectivo de autores. Development of kits for
Radioimmunometric assays for tumor markers. IAEA-TECDOC-1307 2002: 35-45). De
igual forma constituyé la base de tesis de opcion de grado universitario en Cuba y para
el entrenamiento de un conjunto de cientificos en Malasia con financiamiento de la OIEA.
Una parte de estos resultados constituyeron un logro anual institucional del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el panel de anticuerpos se comercializa por

el CIGB de Santi Spiritus.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer de prostata: concepto

El cancer de prostata o adenocarcinoma es una enfermedad neoplasica del tejido
epitelial de la préstata y por tanto exclusiva del sexo masculino. Presenta una evolucion
lenta cuyo estadio final es la aparicion de metastasis 6sea en la region de la pelvis,

como sitio mas frecuente.

La neoplasia intraepitelial prostatica (PIN, siglas en inglés) se considera la lesion
pre-maligna de la préstata que conduce al desarrollo del CP’. Estas lesiones aparecen
generalmente en edades comprendidas entre los 30 y 40 afios en varios sitios de la
préstata y se localizan en un 85% de los casos con esta enfermedad. La PIN se
caracteriza por la proliferacion de las células del epitelio luminal de la prostata, en la
region de los vasos linfaticos, pero sin extenderse mas alla de los nodulos y
generalmente no producen sintomas. Por su desarrollo multifocal, la PIN conlleva a la
apariciéon de células tumorales en diferentes sitios de la glandula®. De acuerdo a la
severidad de los cambios citologicos ocurridos en el tejido, se clasifican en dos
categorias: bajo grado y alto grado de PIN; este ultimo se corresponde con un mayor

riesgo del desarrollo del CP.
2.2 Incidencia, prevalenciay factores de riesgo del cancer de préstata

El cancer de prostata constituye uno de los tumores mas comunes entre la poblacidon
masculina mundial. En EE.UU. se ubica en el segundo lugar en incidencia con 217 730
nuevos casos detectados en 2010, y un estimado de 32 050 muertes para ese mismo

afio, siendo la edad y la raza los factores claves de diferenciacién epidemiologica®.

12
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En Cuba se registraron 2 672 nuevos casos en el 2007, ocupando el segundo lugar en

mortalidad entre las enfermedades tumorales, con cerca de 2 769 defunciones?.

Un analisis de proporcion poblacional, para comparar los indicadores en Cuba con lo
referido en Estados Unidos situarian las cifras cubanas en menos de un 30% de los
casos diagnosticados y con una mortalidad 2,5 veces superior a la registrada en los
Estados Unidos. Diversos factores inciden en estas cifras, o que requiere un estudio
profundo por nuestro sistema de salud y sociedad en su conjunto, con la finalidad de

instrumentar las medidas correctas que permitan mejorar la salud de nuestra poblacion.

Existen grandes diferencias geograficas en la incidencia del CP, la region de Norte
América presenta la mayor incidencia seguida por Australia y Europa del Este, mientras
que en los paises del sudeste asiatico se describen menores valores de incidencia. La

mortalidad también es menor en esta ultima region'®"",

Las diferencias en cuanto a incidencia y mortalidad del CP entre las diferentes regiones
geograficas pueden estar relacionadas con los factores de riesgo de la enfermedad. Se
conoce que el CP se encuentra relacionado con factores de origen ambiental y genético.
Entre los factores ambientales que influyen en la incidencia del CP se encuentra la
composicién de la dieta, que varia de una regién a otra'. La ingestion de alimentos ricos
en grasas de origen animal y algunas de origen vegetal, asi como el exceso en la
ingestion de carne, aumentan la incidencia del CP. Por el contrario, se ha sugerido que
el consumo de alimentos vegetales ricos en carotenos y vitamina E puede desempenar

un papel protector en el desarrollo de la enfermedad.

13
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La relacion entre el CP y los factores genéticos se manifiesta en el aumento del riesgo
de padecer la enfermedad entre los individuos que presentan una historia familiar de
CP™,

Se conoce que los individuos de raza negra presentan los mayores niveles de incidencia
y mortalidad a causa del CP, un 31% y 117% respectivamente, mas que las personas de
raza blanca'. Las diferencias encontradas en cuanto a la incidencia del CP entre las
diferentes razas, pueden ser explicadas por la influencia de los factores genéticos en el
desarrollo del tumor. Se ha descrito por Thompson y colaboradores que en individuos de
raza negra existe una mayor actividad de la enzima 5-a-reductasa’®, enzima que
participa en el metabolismo de la hormona testosterona. Otros autores también han
descrito diferencias en la actividad de esta enzima entre diferentes grupos étnicos’®. La
testosterona promueve la proliferacion celular en el tejido prostatico normal, pero
también se encuentra relacionada con el desarrollo del CP debido a que la mayoria de
los tumores prostaticos dependen de ella para su crecimiento. La conversion de esta
hormona en dihidrotestosterona, un derivado mucho mas potente en su funcién
estimuladora de la multiplicacién celular sobre la prostata, es catalizada por la enzima

5-a-reductasa’’.

Un factor de riesgo de gran importancia en el desarrollo del CP es la edad del individuo.
Se ha demostrado que el numero de sujetos con CP aumenta en relacién con el
incremento de la edad®. En autopsias realizadas a personas mayores de 50 afos, que
murieron sin presentar sintomas clinicos de la enfermedad, se detecté un 30% de

prevalencia de CP®,

14
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2.3 Diagnéstico del cancer de prostata

La Sociedad Americana del Cancer recomienda aplicar anualmente el DRE y la medicién
seroldgica de los niveles del PSA para la deteccién temprana del CP. Estos examenes
deben implementarse a partir de los 45 afos de edad para los sujetos de raza negra
(mayor incidencia y severidad de la enfermedad) o en los casos de antecedentes de CP
familiar, y a los 50 afios para el resto de los individuos'®. Para el diagndstico definitivo, se
realiza una biopsia de la glandula con el objetivo de comprobar la naturaleza tumoral de

la enfermedad.

El diagndstico de la posible recurrencia del CP después de realizada la extirpacion
quirurgica de la prostata (prostatectomia radical), se basa en la determinacion de los

niveles del PSA en suero®.
2.4 Antigeno especifico de prostata

El PSA es considerado un marcador tumoral del cancer de prdostata. Es producido por las
células cancerosas del tejido prostatico y secretado hacia la sangre en cantidades
proporcionales a la magnitud y localizacion del tumor, por lo que constituye una valiosa
herramienta en el diagndstico y seguimiento de la enfermedad®. No obstante, el PSA se
expresa normalmente en el tejido prostatico, aunque a niveles basales (0,4 - 3 ng/mL),
por lo que no constituye un marcador especifico del tumor?'. Otras patologias de la
préostata como son la hiperplasia benigna de prostata (BPH, siglas en inglés) y la
prostatitis, también producen aumentos en las concentraciones de PSA por encima del

valor basal®’.
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También se ha descrito la produccién de cantidades concomitantes de PSA en varios
tejidos extra-prostaticos como son el pancreas, las mamas, las glandulas salivares y
periuretrales, asi como en los tejidos neoplasicos de pulmén, ovario, pancreas y

mamas>>%*,

No obstante, debido al pequefo aporte (decenas de pg/mL) de estos tejidos al contenido
total del antigeno en suer025, no se ve afectada la utilidad clinica del PSA en el

diagnostico del CP.
2.4.1 Caracteristicas bioquimicas del PSA

El antigeno especifico de prostata es una glicoproteina (8% de glicosilaciéon) de 237
aminoacidos (aa), y aproximadamente 34 kilodaltons (kDa), que pertenece a la familia
enzimatica de las serin-proteasas. Esta constituida por una sola cadena polipeptidica.
Presenta de tres a cinco isdmeros con puntos isoeléctricos comprendidos entre pH 6,8 y
7,5. Estos isbmeros se diferencian entre si en su composicion sacaridica®. Se
desconoce el papel biolégico y la relacion de los isémeros del PSA con el desarrollo y

evolucion del CP.

El PSA humano es codificado por un gen localizado en el cromosoma 19, donde también
se encuentran los genes de otras dos proteinas de la familia de las calicreinas, la
calicreina pancreatica humana (hK1) y la calicreina prostatica humana (hK2), con las
que presenta una homologia aminoacidica del 60% y 80%, respectivamente?®. El gen

que codifica para el PSA se clond en 19897,

A diferencia de la hK1 y la hK2, el PSA tiene sustituido el aa serina (posicion 183) por el

acido aspartico en la triada catalitica (histidina, acido aspartico, serina), caracteristica de
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las serin-proteasas. Este cambio en el centro activo de la molécula del PSA hace que su
especificidad de corte sea semejante a la enzima quimiotripsina (residuos hidrofébicos
de tirosina y leucina). El resto de las calicreinas identificadas, poseen actividad

enzimatica semejante a la tripsina®.

La generacion de AcMs que reconocen diferentes regiones del PSA con alta afinidad (en
el rango de 10" a 10° L/mol) ha sido descrita previamente®®. En los estudios realizados
por la ISOBM (International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, siglas
en inglés) empleando 82 AcMs de raton, se determind la existencia de seis zonas

antigénicas en la molécula del PSA®.

Varios autores han descrito las posibles localizaciones de algunos de los epitopos
secuenciales del PSA. Piironen y colaboradores?, localizaron estos epitopos entre los
aa 1-13, 53-64, 80-91 y 151-164, mientras Corey y colaboradores, describieron las
regiones comprendidas entre los aa 50-59 y 155-175 como posibles epitopos
secuenciales.

Como consecuencia de la gran homologia en la secuencia aminoacidica entre el PSA y
la hK2 (80%), es de esperar que una parte de los AcMs generados contra el antigeno
especifico de prostata muestren reactividad cruzada con la hK2. Se han identificado al
menos dos regiones lineales, aa 1-13 y aa 53-64, en la hK2 que son reconocidas por
AcMs anti-PSA®.

2.4.2 Produccién, secrecién y funcion del PSA

El PSA es producido en su mayoria en la region glandular de la prostata,

especificamente por las células luminales secretoras, y en menor medida, por las células
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neuroendocrinas?'. Es sintetizado en el reticulo endoplasmatico y liberado por exocitosis
a los conductos exocrinos de la glandula, desde donde pasa a formar parte del fluido
prostatico que aporta el 15% del volumen total del semen?. La concentracién de esta
proteina en el semen de sujetos sanos varia entre 0,4-3 mg/mL*® y se conoce que
aproximadamente un 70% de la proteina es enzimaticamente activa®. En condiciones
fisiolégicas normales una pequefia cantidad del PSA escapa a la circulacion sanguinea,
donde alcanza una concentracién generalmente inferior a 4 ng/mL*.

Su funcion bioldgica es contribuir a la licuefaccion del semen mediante la degradacion
del coagulo seminal, compuesto mayoritariamente por las proteinas semenogelina 1y 2,
aumentando la movilidad de los espermatozoides. También se ha descrito su
participacion en la inactivacion de la proteina de unién al factor de crecimiento semejante
a la insulina (IGFBP-3, siglas en inglés) y su posible papel en la estimulacién del

crecimiento tumoral®'.

2.4.3 Asociaciones moleculares del PSA en el suero

Los inhibidores de proteasas que con mas frecuencia se asocian al PSA en el suero son:
la ax-Macroglobulina (a2-MG), la a-1-antiquimiotripsina (ACT), la a-antitripsina (a-Pl) y la
proteina-C-inhibidora (PCI)*.

Aproximadamente un 50% del PSA en suero forma un complejo covalente con la
a2-MG>®, un inhibidor de proteasas producido en el higado que se encuentra en el suero,
a una concentracion 100 veces superior al PSA. En esta asociacion la molécula de
a2-MG enmascara todos los epitopos conocidos del PSA, por lo que este complejo no

puede ser detectado por los inmunoensayos comerciales disponibles.
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Entre un 70-85% del PSA restante (no unido a la a;-MG) se asocia mayoritariamente
mediante un enlace covalente acil-enzima (1:1) con la ACT, un inhibidor de enzimas
serin-proteasas que también excede en concentracion al PSA (aproximadamente 100
veces). Esta interaccion forma un complejo de 90 kDa donde permanecen expuestos
varios epitopos de la molécula, y representa la forma inmunodetectable principal del
antigeno en suero®’.

El PSA que se encuentra libre constituye aproximadamente el 20% del total de la forma
inmunodetectable en el suero. La presencia del antigeno libre a pesar del exceso de
proteinas inhibitorias, se corresponde con la pérdida de la actividad enzimatica para

esta fraccion?®.

Otros inhibidores de serin-proteasas como la a-Pl y PCl también se asocian con el PSA
en el suero, pero solo representan ~1% del PSA inmunodetectable.

Los ensayos que determinan el PSA en el suero pueden detectar PSA libre (fraccion de
antigeno no asociado a ningun inhibidor) o PSA total (fraccion compuesta por el PSA
libre y el complejo PSA-ACT). Se excluye del PSA total la asociacién molecular
PSA-a,-MG por no ser detectada mediante los inmunoensayos disponibles, asi como, la
asociacion del PSA con los inhibidores PCIl y a-Pl porque constituyen un porcentaje muy
bajo del total del antigeno presente en el suero®’.

2.5 Causas principales de la elevacion del PSA total

La concentracion de PSA en el suero de sujetos sanos se mantiene por debajo de

4 ng/mL*. Ligeros incrementos del PSA en el suero pueden detectarse asociados al
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coito sexual, por lo cual en ocasiones, para determinar PSA, se recomienda abstinencia

sexual al menos dos dias antes de la toma de la muestra®®.

También se ha descrito que en individuos sanos los valores del PSA total en suero se
incrementan con la edad®®. Esto ocurre, al parecer, debido al aumento de la
permeabilidad de las barreras fisiolégicas de la préstata con el envejecimiento del
organismo. Se han encontrado otras variaciones en los niveles de PSA total entre

individuos de diferentes razas*’.

La presencia del PSA total en el suero humano en cantidades por encima de 4 ng/mL se
interpreta como indicativo de una alteracion prostatica, que puede estar relacionada con
causas tan diversas como: (a) hiperplasias benignas de la préstata (b) adenocarcinomas

prostaticos, (c) inflamaciones (prostatitis), o (d) traumatismos®.

Se considera que un 80% de las personas que padecen CP, poseen concentraciones de
PSA total superiores a 4 ng/mL*, valor considerado como linea de corte para esta forma
molecular del antigeno en el diagndstico de la enfermedad. No obstante la determinacion
del PSA total con valores por debajo de 10 ng/mL no discrimina entre la presencia de
una BPH o un CP. Segun Chodack, el 43% (136/319) de los pacientes con cancer
confinado a la prostata mostraron valores del PSA total por debajo de 10 ng/mL.
Ademas, cerca de un 25% de los casos con BPH tuvieron un valor sérico del PSA total

por encima de 4 ng/mL*".

El mayor solapamiento en los valores del PSA total para estas dos enfermedades (CP y
BPH) ocurre entre los 4 ng/mL y los 10 ng/mL*, por lo que en este intervalo de

concentraciones disminuye significativamente la especificidad del ensayo.
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2.6 Relacion del PSA libre / PSA total

En 1992 Hans Lilja patentdé una idea novedosa que redujo la inespecificidad de los
ensayos que detectan el PSA*. En la patente se expone la diferencia significativa que
existe entre sujetos con CP o BPH, en cuanto a la relacién sérica entre el PSA libre y el
asociado a la ACT. Refieren este y otros autores, que en los pacientes con cancer de
prostata esta relacion tiende a ser menor del 18%, mientras que en sujetos normales o
con hiperplasia benigna de la préstata, el porcentaje del PSA libre con respecto al PSA
total se eleva por encima del 18%**°**  Con la combinacién de estas dos
determinaciones (PSA total y PSA libre) se alcanzan valores de sensibilidad y
especificidad del 95%*. A partir de estos resultados, en algunos paises se implementd
el tamizaje masivo para la deteccién temprana del cancer de préstata empleando la
relacion PSA libre / PSA total, dirigido segun la edad, la raza y los antecedentes

familiares®.

El porcentaje menor del PSA libre detectado en las personas que padecen CP ha sido
atribuido a la produccion de ACT en las propias células neoplasicas y su asociacion
pericelular con el PSA antes de entrar a la circulacion sanguinea. Esto no sucede en la
BPH donde la produccion de ACT en el propio tejido es escasa y la formacién del
complejo ocurre ya en la sangre, condiciones en las cuales, la asociacion parece estar

menos favorecida’.

Otra hipdtesis para explicar este fendmeno es la descrita por Chen y colaboradores®®,
donde las diferencias entre los porcentajes del PSA libre encontrados para cada

enfermedad son atribuidas a la forma en que esta molécula alcanza la circulacion
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sanguinea. Segun estos autores, en el tejido prostatico normal y en la BPH, el PSA pasa
al suero por difusiéon desde el liquido extracelular de la propia glandula; durante este
proceso la molécula puede degradarse por proteasas presentes en dicho fluido. Esta
degradacion disminuye la capacidad del PSA de asociarse con la ACT después de pasar
a la sangre. En el CP producto de la pérdida de la arquitectura normal del tejido, el PSA
puede alcanzar directamente la circulacion sanguinea sin ser degradado, por lo que

conserva su capacidad de asociarse a la ACT.
2.7 Sistemas comerciales que detectan el PSA libre y PSA total

En los ultimos afios han estado disponibles en el mercado al menos 30 inmunoensayos
diferentes para la deteccion de PSA. Los sistemas de determinacién del PSA total
pertenecientes a las empresas norteamericanas Hybritech, Abbott, Tosoh y Ciba-Corning
han sido aprobados por la Agencia Reguladora de Drogas y Alimentos en EE.UU. (FDA,

siglas en inglés) para el seguimiento de pacientes con cancer de prostata®.

Como estandar de oro se aprob6 el empleo del ensayo inmunorradiométrico Tandem-R y
el inmunoenzimatico Tandem-E, ambos pertenecientes a Hybritech Inc. Las
caracteristicas de algunos de los inmunoensayos de PSA total disponibles

comercialmente® se recogen en la tabla 1.

Acorde a las variaciones observadas en la concentracion del PSA total en suero en
relacion con la edad y la composicién étnica de la poblacién, el establecimiento de
valores de corte para cada grupo en particular contribuye a mejorar la sensibilidad y
especificidad del ensayo en el diagnostico del CP. No obstante, el intervalo de referencia

de 0-4,0 ng/mL (valor de corte 4 ng/mL) es ampliamente utilizado® para los valores
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normales del PSA total, definido por la compafia Hybritech empleando el suero de

hombres sanos menores de 40 afios de edad®.

Tabla 1. Caracteristicas de los inmunoensayos aprobados por la FDA para la deteccién
del PSA total.

HybritechTandem-R* Abbott MXI> Corning ACS-180?

Matriz Suero Suero Suero
Volumen de muestra (uL) 50 150 100
Limite de deteccion (ng/mL) 0,1 0,1 0,2
Rango del ensayo (ng/mL) 0,1-100 0,1-100 0,2-200
Tiempo total (horas) 3 3 3

Leyenda: ', AcMs en la captura y en la deteccion del PSA; 2 AcM en la captura y anticuerpo
policlonal en la deteccion del PSA.

El empleo de la relacion entre el PSA libre y el total en el algoritmo de diagndstico
meédico del cancer de prostata conllevo al desarrollo de ensayos equimolares para la
cuantificacion de este antigeno®. Esto implica que los anticuerpos anti-PSA
desarrollados para detectar el PSA total tienen que originar la misma senal en el sistema

al detectar un mol de PSA-ACT y un mol del PSA libre®*.

Varios ensayos equimolares tipo ELISA de doble anticuerpo se encuentran disponibles
comercialmente. Estos se basan en dos AcMs que reconocen el PSA, uno de ellos fijado
a una superficie solida y el otro como anticuerpo trazador acoplado a enzimas, u otros
marcadores. Generalmente el anticuerpo de la fase solida detecta de forma equimolar
los niveles del PSA total. Ejemplos de estos ensayos equimolares son el Tandem-E y
Tandem-R PSA Assays (Hybritech, La Jolla, California, EE.UU.) (Tabla 1) y el ensayo

PSA total de CIS bio (Francia).
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Otros ensayos no muestran un reconocimiento equimolar hacia ambas formas
moleculares del PSA. Por ejemplo, el PROS-CHECK PSA, de Yang Laboratories, Inc.
(China), es un radioinmunoensayo competitivo que emplea anticuerpos policlonales de

conejo como recubrimiento y el PSA marcado con '?I.

Existen ensayos comerciales que se basan en un ELISA de doble anticuerpo no
competitivo con un AcM en contacto con la fase soélida y anticuerpos policlonales como
trazadores. En sentido general, los ensayos del PSA total que utilizan anticuerpos
policlonales no muestran un reconocimiento equimolar hacia las dos formas moleculares.
Esta mezcla de anticuerpos reconoce un gran numero de epitopos sobre la molécula del
PSA libre, parte de los cuales son ocultados por la union del PSA a la ACT. Este hecho
implica que mientras mayor sea la proporcion del antigeno libre en la mezcla, mayor sera
el reconocimiento y por tanto la sefal del ensayo. Ejemplos de estos ensayos son el
Abbott IMx.R™ PSA Assay (Abbott Laboratories, Abbott Park, lllinois) y el ACS™ PSA
Assay (Ciba-Corning Diagnostics Corporation, East Walpole, Massachusetts, EE.UU.).
Este ultimo, como consecuencia del reconocimiento preferencial del PSA libre, produce

resultados un 60% por encima de los correspondientes al ensayo de Hibritech?®.

Con el objetivo de estandarizar los inmunoensayos que detectan el PSA, Stamey y
colaboradores desarrollaron un estandar de PSA compuesto por un 90% de PSA-ACT y
un 10% del PSA libre®'. La composicion de este estandar simula la matriz y la forma en
que el analito debe ser medido en el suero®. Con su empleo disminuyen las diferencias
a valores menores de un 10% entre los ensayos que detectan el PSA de forma

equimolar,
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2.8 Nuevos conceptos en la interpretacion de los valores de PSA

Aunque los valores del PSA en el suero son ampliamente utilizados en la deteccién
temprana y el seguimiento del cancer de prostata, debido a las dificultades que existen
en el diagndstico diferencial entre esta enfermedad tumoral y la BPH, otros conceptos

que utilizan el PSA han sido desarrollados*.

Considerando como premisa el descubrimiento de la relacién entre el aumento de los
valores del PSA total en el suero de individuos sanos y el envejecimiento, para el
tamizaje masivo del CP se ha propuesto el establecimiento de rangos de referencia
relacionados con la edad*' (Tabla 2), en sustitucién del rango absoluto anteriormente

empleado (< 4,0 ng/mL de PSA total).

Tabla 2. Valores de concentracidon en suero del PSA total en individuos sanos en

relacion con la edad.

Rango de edad (afios) C(PSA total) en ng/mL *

40-49 <25
50-59 <35
60-69 <45
70-79 <6,5

Leyenda: *, El limite superior del intervalo de concentracion de PSA total en el suero de sujetos
sanos se corresponde con el percentil 95 de los valores para cada rango de edad; C(PSA total),
concentracion de PSA total.

El empleo de rangos de PSA total acordes a la edad, permitié incrementar la sensibilidad

del ensayo en los intervalos de edad entre 40-49 y 50-59 afios, ya que considera que los
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valores de corte para el diagnéstico del CP en los individuos comprendidos entre estas
edades son de 2,5y 3,5 ng/mL de PSA total, respectivamente. De acuerdo con Wolf y
colaboradores, para individuos con edades superiores a los 60 afos la implementacion
de los rangos de PSA total acorde a la edad pudiera representar una disminucion

significativa del nimero de biopsias innecesarias'®.

Por su parte, Albertsen y colaboradores describieron la velocidad en el incremento de la
concentracion del PSA total en los pacientes con CP en comparacion con aquellos que
padecen de BPH, y su importancia en el diagnéstico diferencial entre estas dos
enfermedades’. Un aumento anual mayor de 0,75 ng/mL es indicativo de la presencia
del tumor con una sensibilidad del 75% y una especificidad del 90% para este valor de
corte. No obstante, la aplicacion de este parametro tiene entre sus limitaciones la

variabilidad biolégica en las concentraciones del PSA total entre individuos.

La densidad de PSA es otro concepto con aplicacién clinica, el cual relaciona la
concentracion de antigeno total en suero con el volumen de la glandula prostatica. Se
considera que una relacion mayor de 0,15 indica la presencia del CP. Este método
presenta serias limitaciones relacionadas con la estimacion del volumen real de la

prostata®.
2.9 Otros marcadores diagndésticos del cancer de préstata

Con vistas a implementar un diagnéstico adecuado del CP se han desarrollado ensayos
que detectan diferentes moléculas. Ninguno de los diagnosticos en prueba o

implementados en la deteccion del CP cumplen con los requisitos de detectar
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marcadores tumorales, pero en cada caso buscan brindar una nueva informacion, o

complementar la que se obtiene a través de la determinaciéon del PSA.
2.9.1 Fosfatasa acida de prostata

La fosfatasa acida de prostata es reconocida desde 1930 como un marcador asociado al
tumor. Es una glicoproteina de aproximadamente 100 kDa de masa molecular,
constituida por dos subunidades idénticas. Su sintesis y secrecion al plasma seminal son
dependientes de la presencia de androgenos, y tiene como funcion bioldgica hidrolizar
los monoésteres fosforicos que se encuentran en este fluido. La PAP representa del 10
al 25% de la fraccion total con actividad de fosfatasa acida en el suero del individuo

sano*'.

En la deteccion del CP utilizando este marcador, la sensibilidad y especificidad se
encuentran entre un 31-61% y un 78-99%, respectivamente?. Otra desventaja de este
ensayo, es la elevada reactividad cruzada con la fosfatasa acida de origen no prostatico
presente en el suero. También se describe la inestabilidad de la PAP, que requiere de
una manipulacion cuidadosa durante el ensayo para preservar sus caracteristicas

inmunoldgicas, asi como, la presencia de variaciones diurnas en los niveles plasmaticos.
2.9.2 Calicreina humana de préstata

El aumento de los niveles de hK2 en el suero se asocia con la presencia del cancer de
préstata. No obstante, la concentracion de este antigeno en suero no es proporcional al
valor de PSA total. Este antigeno se encuentra en fase de investigacion clinica, pues la

hK2 a diferencia del PSA, es altamente expresada en las células cancerosas. Esta

27



Revision Bibliografica

diferencia se hace mas pronunciada en las estirpes celulares pobremente diferenciadas

y en las metastasis a los nédulos linfaticos®.
2.9.3 Antigeno especifico de membrana

El antigeno especifico de membrana (PSMA, siglas en inglés) es una glicoproteina de la
membrana celular con 100 kDa de masa molecular, que se expresa en la neoplasia
intraepitelial prostatica, los tumores primarios y en la metastasis del CP. La
concentracion del PSMA en suero se eleva bajo estas condiciones, sin embargo, no

ocurre asi en los pacientes con BPH.
2.9.4 Gen “supresor” de tumor p53

El gen p53 es un gen “supresor” de tumores que codifica una proteina de 393 aa y 53
kDa de masa molecular, que esta involucrada en la regulacién del ciclo celular®®. La
pérdida de la actividad normal de la P53 esta asociada con la carcinogénesis in vivo. Las
alteraciones en el gen y en los niveles de la proteina son los cambios mas comunes
encontrados en los tumores humanos. Se ha descrito que la acumulacion de esta

proteina en el nucleo de la célula puede estar asociada con un estado avanzado del CP.
2.10 Manejo actual del diagndéstico y tratamiento del cancer de préstata

La FDA aprobd el empleo de la determinacion de PSA de conjunto con el DRE para el
pesquisaje de cancer de prostata, en sujetos con 50 afos o mas. La combinacion de
ambos métodos permite definir qué pacientes deben someterse a una biopsia de

préstata con el objetivo de realizar el diagndstico positivo del tumor.

De igual forma, la FDA aprobd el empleo del ensayo de PSA para evaluar pacientes

diagnosticados con un CP.
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La pesquisa poblacional del cancer de préstata debe tener en cuenta que un paciente
con sospecha de padecer cancer de prostata requiere ser evaluado con un ensayo de
orina (para descartar la presencia de una infeccidén), un TRUS para tener informacion del
volumen de la préostata y las caracteristicas de los tejidos adyacentes, y una citoscopia

para evaluar la posible afectacion de la vejiga.

La biopsia de prostata requiere de agujas para la toma de la muestra, un ultrasonido
para guiar el proceder a los sitios de interés dentro del 6rgano y de un microscopio para,

con el personal capacitado, realizar la evaluacion de la misma.

De manera resumida las opciones terapéuticas en pacientes con cancer de préstata se

basan en criterios quirurgicos, tratamientos hormonales, radioterapia y quimioterapia.

En caso de un diagndstico positivo de CP, acorde a las guias practicas en Oncologia
para el tratamiento de estos pacientes®, en los EE.UU. se establecen las siguientes

opciones:

1. A pacientes que por su calidad de vida, los afos potenciales de vida y la
evaluacion clinica general, se le puede recomendar una fase de vigilancia y
espera durante la cual se mantiene una evaluacion peridédica del PSA, de la
sintomatologia y en funcidbn de la evolucion se toman otras decisiones
terapéuticas. El CP es una enfermedad cronica, por lo que en el balance
beneficio-riesgo se tienen en cuenta muchos factores que posibilitan ajustar de

manera personalizada la conducta a seguir en cada caso.
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2. Se debe considerar que un paciente en la fase de vigilancia y espera ha
empeorado si en tres afos o menos el PSA total se duplica, o en cualquier

momento aparece un incremento de 0,75 ng/mL de PSA total.

3. De igual forma se debe considerar que una prostatectomia radical ha fallado si
luego de la operacién los valores de PSA no disminuyen a niveles no detectables
o se detectan mas de 0,3 ng/mL de PSA total en dos evaluaciones subsecuentes

luego de haber estado indetectable en un periodo de tiempo.

4. En el caso de recibir radioterapia, acompanada o no de terapia hormonal, se
considera que la terapia fracasa cuando los niveles de PSA total se incrementan

por encima de 2 ng/mL desde valores indetectables o muy bajos.

Entre las limitaciones fundamentales de la medicion del PSA se encuentran que en la
pesquisa se pueden detectar tumores pequefios cuyo tratamiento no siempre conlleva a
una ganancia de afos de vida. Tampoco permite discernir entre los tumores mas

agresivos de la prostata.

Otra limitacion es la apariciéon de casos falsos positivos, que generan ansiedad en los
pacientes y gastos financieros. Solamente un 25 a 30% de los pacientes con un PSA
elevado tienen un cancer de préstata®. También pueden aparecer casos falsos
negativos, en los cuales los valores séricos de PSA son negativos y el paciente se

encuentra afectado por un CP.

La pesquisa del cancer de prostata, si bien se aplica en varios paises, se mantiene como
una medida controversial en los analisis de costo-beneficio. Los criterios en contra se

fundamentan en que el cancer de préstata es una enfermedad crénica con una evolucion
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de mas de 10 afios y que el tratamiento establecido conlleva complicaciones, por lo que
el diagndstico excesivo de CP empleando la pesquisa activa conlleva el riesgo de
padecer complicaciones asociadas a la terapia, sin un beneficio real. Entre las
complicaciones principales se pueden mencionar los sangramientos e infecciones que
ocurren en los pacientes por el procedimiento de la biopsia, las incontinencias urinarias y
disfunciones sexuales que frecuentemente ocurren en los procedimientos quirurgicos
(prostatectomia), y las complicaciones habituales relacionadas con la quimioterapia o
radioterapia que pueden ser indicadas en estos casos. Hay que afiadir los dafios
psiquicos que pueden producirse en los pacientes que se encuentren en la etapa de
vigilancia y espera activa, puesto que en la poblacion general la presencia de un cancer
se asocia a la certeza de muerte en un corto plazo de tiempo, por lo cual estos pacientes

sufren la incertidumbre de padecer una enfermedad mortal.

Los beneficios de la pesquisa se encuentran en evaluacién por el Instituto Nacional del
Cancer (EE.UU.) que realiza un ensayo a largo plazo en cuatro localizaciones tumorales:
préstata, pulmon, colon y ovario. Esta investigacion persigue evaluar el beneficio de la
pesquisa en la reduccion de la mortalidad asociada a estos tumores. En el caso de
préstata se evalua el beneficio de la pesquisa basada en la realizacion del tacto rectal y

la determinacion sérica de PSA total y libre.

Los resultados iniciales en los primeros siete afios de seguimiento muestran que no hay
una reduccion en la mortalidad y se incrementdé un 23% la cantidad de pacientes con
cancer de prostata en el grupo sometido a la pesquisa en comparacién con el grupo

control®®.
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Este estudio muestra que se incrementa el niumero de pacientes diagnosticados vy
tratados por un cancer de prostata sin recibir un beneficio en sobrevida. Sin embargo, no
se puede excluir que el beneficio pueda ser demostrado en una evaluacion a mas largo

plazo. El estudio se mantendra hasta 13 afnos de evolucién a los pacientes incluidos.

Por otra parte, el estudio europeo para la pesquisa de cancer de préstata demostré un
20% de reduccion en la mortalidad para los pacientes sometidos a la pesquisa con los
ensayos de PSA. Los pacientes fueron seguidos por nueve anos y emplearon un limite
de deteccion de PSA total mas bajo que en el estudio norteamericano (3 y 4 ng/mL,
respectivamente). Para salvar una vida en el periodo estudiado fue necesario pesquisar

1 410 hombres y detectar 48 sujetos con CP°.
2.11 Métodos para la purificacion del PSA

La purificacion del PSA es importante para el desarrollo de los patrones necesarios en
los inmunoensayos cuantitativos de esta molécula. También, el PSA con alta pureza
puede ser acoplado a un vehiculo apropiado, e inyectado a un individuo con el objetivo
de desarrollar una respuesta inmune capaz de destruir células que expresen este

antigeno® .

Las fuentes del PSA se pueden clasificar en naturales y recombinantes. Entre las
fuentes del PSA natural, la que proporciona una cantidad mayor de la proteina es el
semen, con valores entre 0,4 y 3 mg/mL. Otra fuente natural posible con relativa
abundancia es el tejido prostatico, para el cual se registran valores cercanos a 0,5 mg/g
de tejido. También se ha publicado la obtencién del PSA empleando como fuente

primaria el sobrenadante del cultivo in vitro de la linea tumoral LNCaPs, derivada de un
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tumor humano de la préstata, aunque la concentracion del PSA en el sobrenadante es
muy baja (entre 1y 3 ug/mL).

En 1984, Chu y colaboradores®® patentaron un procedimiento para la obtencion del PSA
desde el tejido prostatico. El proceder contempla cuatro pasos basicos: extraccion del
tejido prostatico, precipitacion con sulfato de amonio y cromatografias secuenciales de
intercambio iénico y de filtracidon en gel. Este procedimiento toma dos semanas de
trabajo, su rendimiento es de apenas 0,5 g de PSA por cada 100 g de tejido empleado,

lo que representa solo el 1% del PSA extraido del tejido prostatico®®.

En la literatura se describen otros métodos de purificacién del PSA. En sentido general,

10 o intercambio

son procedimientos que implican cromatografias de filtracion en ge
idnico®!, electroelucién de la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio®® (PAGE-SDS), empleo de cromatografia liquida de alta presion

(HPLC), cromatografia liquida para la purificacion rapida de proteinas (FPLC)GO, o]

matrices de Concanavalina A%,

Schaller y colaboradores desarrollaron un método donde el plasma seminal se somete a
dos cromatografias sucesivas de filtracion en gel y las fracciones que contienen PSA se
mezclan, son purificadas nuevamente y se someten a una cromatografia mediante

FPLC®°.

El método originalmente patentado por Chu y colaboradores (ya descrito), fue modificado
al emplear en el ultimo paso de la purificacion una cromatografia de intercambio i6nico,

con el consiguiente aumento del recobrado hasta lograr 1 a 2 mg/100 g de tejido™.
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En 1990, Stamey y colaboradores describieron un método en el cual sometieron el
plasma seminal a una cromatografia de filtracion en gel y sucesivamente dos
cromatografias de intercambio ionico. Este proceso se extiende por cuatro dias, y el

rendimiento es de 45 mg/100 mL de plasma seminal®’

. Este método se empled para
purificar el patrén de la Universidad de Stanford, con el cual se han realizado las pruebas

para comprobar la equimolaridad de los ensayos que cuantifican el PSAY.

La purificacion del PSA desde el sobrenadante de cultivo de la linea celular de cancer de
prostata LNCaPs, fue descrita por Jette y colaboradores®. Para ello inmovilizaron una
mezcla de dos AcMs anti-PSA en una columna de Sepharose 4B (Pharmacia), activada
con bromuro de cianégeno. La elucion se realiz6 con una disolucion de glicina de
concentracion 100 mmol/L pH 2,5 y se obtuvo un recobrado de 1,37 mg de PSA a partir

de un volumen de sobrenadante de 1,5 L.

Por otra parte, Tessmer y colaboradores electroeluyeron PSA del plasma seminal a partir
de PAGE-SDS®. Con este procedimiento se obtuvieron valores de recobrado del 60%,

en tres dias.

En resumen, todos estos procederes resultan costosos, toman tres o mas dias, son
técnicamente laboriosos y sus rendimientos son muy variables, ademas de presentar

contaminaciones con la proteina hK2.
2.12 Generacion de AcMs contra el PSA

La deteccion y cuantificacion del PSA seroldgico requiere de potentes herramientas que

permitan capturar, dentro de una mezcla de moléculas complejas, la proteina de interés.
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Estas herramientas son los AcMs, que reconocen especificamente y con una afinidad

determinada la molécula contra la que fueron generados.

La generacion de AcMs mediante la fusién de linfocitos esplénicos con mielomas de una
misma especie marco una nueva era en el desarrollo de las ciencias biologicas. El
descubrimiento realizado por Georges Kohler y Cesar Milstein entre los afios 1974 y
1975 mientras estudiaban los mecanismos de control genético de la sintesis de
inmunoglobulinas, ha permitido obtener preparaciones especificas, reproducibles e
ilimitadas de anticuerpos con funciones predefinidas. Kohler y Milstein realizaban sus
investigaciones fusionando células productoras de anticuerpos diferentes y
determinando en cada caso las restricciones existentes en los hibridos obtenidos para la

asociacion de las cadenas pesadas y ligeras provenientes de cada célula fusionada.

La obtencién de los AcMs no hubiera sido posible sin la existencia de un procedimiento
que permitiera aislar las células hibridas generadas, con el objetivo de obtener a partir
de una sola célula, una poblacion homogénea de células idénticas que secretan
anticuerpos con una misma especificidad, clase y afinidad. El clonaje, como se
denomina este procedimiento, permitié obtener preparaciones bien caracterizadas y
reproducibles de anticuerpos, sustituyendo casi totalmente las preparaciones
policlonales anteriormente empleadas en la medicina, obtenidas mediante Ia

inmunizacion repetida de varias especies de animales.

Las preparaciones policlonales tienen entre sus multiples desventajas la heterogeneidad

en su composicion e irreproducibilidad producto de la diversidad de la respuesta inmune,
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asi como los problemas relacionados con la reactividad cruzada fundamentalmente

cuando el antigeno es una molécula compleja®®.

Los AcMs son ampliamente utilizados en la caracterizacion de poblaciones celulares, el
diagnostico y tratamiento de enfermedades infecciosas y parasitarias, la purificacion y
caracterizacion de un gran numero de moléculas, la deteccién y cuantificacion de
moléculas circulantes, la facilitacion del trasplante de érganos y tejidos, y la catalisis de
reacciones enzimaticas. Otra aplicacion importante de los AcMs relacionada con los
objetivos de este trabajo es en el diagndstico, seguimiento y tratamiento de los tumores

malignos®®.

36



Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Seroteca

Sueros de mujeres sanas. Con el objetivo de demostrar la especificidad del ensayo de
determinacién del PSA total se analizaron 45 sueros de mujeres sanas, provenientes del

Hospital Ginecobstétrico “Eusebio Hernandez”.

Sueros de pacientes bajo sospecha clinica de cancer de préstata. Se extrajo 1 mL de
suero a 65 pacientes que acudieron a la consulta del Servicio de Urologia del Instituto
Nacional de Oncologia y Radiobiologia, La Habana. Estas muestras se emplearon para
evaluar la correlacion entre el ensayo para la determinacién del PSA total, estandarizado

en el presente trabajo y el sistema comercial CIS bio PSA total (Francia).

Panel de sueros de la Universidad de Stanford (Stanford, California): Este panel esta
aprobado por la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC, siglas en inglés), y
fue evaluado por el Comité Nacional de Estandares para los Laboratorios Clinicos
(NCCLS, siglas en inglés) para determinar las caracteristicas equimolares de los
ensayos que cuantifican el PSA®. El panel lo conforman nueve sueros previamente

cuantificados por 10 sistemas comerciales equimolares®’.
3.2 Patrones del PSA

El PSA comercial es una preparacion de dicho antigeno con un nivel de pureza de ~90%
(Biomira, Edmonton, Canada) proveniente de la purificacion a partir de plasma seminal.

El método de obtencion fue similar al descrito por Wang y colaboradores®®.

Se preparo una curva con dicho PSA (0,15 - 25 ng/mL) para ser utilizada como estandar

secundario en los ensayos ELISA de doble anticuerpo para la cuantificacion del PSA
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total. La concentracion del PSA en la preparacion comercial se determind mediante el
empleo del estuche comercial CIS bio PSA total (CIS bio, Francia). Este ensayo
inmunorradiométrico (IRMA, siglas en inglés), cuantifica de forma equimolar las
diferentes formas moleculares del PSA en el suero, y presenta una alta correlacién con
el ensayo comercial Hybritech-E (EE.UU.), considerado como ensayo de oro para la
cuantificacion del PSA total. La concentraciéon del PSA en el estandar secundario se
estimo calculando la media de 20 ensayos®’.

Se utilizé la curva del sistema comercial CIS bio PSA total (0,9 - 100 ng/mL) como
estandar para la cuantificacion del PSA total en los ensayos ELISA desarrollados, con el
objetivo de estudiar el reconocimiento equimolar. En el resto de los ensayos se empled

el estandar secundario.
3.3 Esquema de inmunizacion

Para la obtenciéon de una respuesta policlonal dirigida al PSA, se emplearon dos fuentes
de inmundgenos: plasma seminal y el PSA comercial.

El plasma seminal se obtuvo mediante la centrifugaciéon a 250 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente (20 a 25 °C) de una mezcla de semen de tres eyaculaciones de
un voluntario sano. El sobrenadante (plasma seminal) se filtr6 por membrana de
nitrocelulosa de 0,45 pm (Amersham, Reino Unido). La concentraciéon aproximada del
PSA se calculé mediante la medicion de la absorbancia de la muestra a 280 nm (el PSA
es la proteina mayoritaria en este fluido), considerando el factor de extincién molar igual

ail.

Tanto el plasma seminal como el PSA comercial se conservaron a —70 °C.
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Se inmunizaron cuatro ratones BALB/c con el objetivo de desarrollar una respuesta
inmune contra el antigeno especifico de prostata. El esquema de inmunizacién conté con
un total de 11 dosis. La dosis inicial consistio en la inoculacion subcutanea de 100 ug de
plasma seminal (proteinas de este fluido) a cada raton empleando el adyuvante
completo de Freund. Posteriormente, los ratones recibieron siete dosis sucesivas (50 ug
por ratén) de plasma seminal, por la misma via pero empleando el adyuvante incompleto
de Freund. Por ultimo, se aplicaron tres dosis empleando el PSA comercial (10 ug por
ratdbn) mezclado con adyuvante incompleto de Freund. Las dosis se aplicaron con un

intervalo de 15 dias entre cada una.

El ratén seleccionado para la fusion (ver mas adelante), recibi® una inmunizacion
adicional intraperitoneal 72 y 24 horas antes de la fusion. La dosis seleccionada fue de
50 ug del PSA en H,O destilada, con el objetivo de estimular a los linfocitos B del bazo a
una nueva etapa de division celular, y aumentar la eficiencia de fusién bajo estas

circunstancias®.
3.3.1. Determinacion de los titulos de anticuerpos anti-PSA en suero

Con el objetivo de seleccionar para la fusion celular el ratdbn con mayor respuesta
policlonal de anticuerpos contra el PSA, se realiz6 un ELISA indirecto. Todos los
reactivos quimicos utilizados en los experimentos descritos fueron de calidad analitica.

Placas de poliestireno (PolySorp, Nunc, Alemania) se recubrieron con 100 uL/pozo del
PSA a la concentracion de 5 pg/mL en PBS (NaCl 140 mmol/L; KCI 270 mmol/L; KH2PO4
1,5 mmol/L; Na;HPO4.2H,0 6,5 mmol/L, pH 7,2), y se incubaron durante tres horas a

37 °C. Después del bloqueo de los posibles sitios libres, con 200 uL/pozo de leche

39



Materiales y Métodos

descremada al 1% (p/v) en PBS (PBS-L 1%), se adicionaron 100 puL/pozo de los sueros
de los ratones inmunizados, en diluciones seriadas 1:2 en PBS, partiendo de la dilucion
inicial 1:200. La placa se incubd una hora a 37 °C.

Después de lavar (cinco veces) con Tween 20 0,05% en PBS (PBS-T 0,05%), se anadio
el conjugado comercial anti-inmunoglobulina IgG de ratén acoplado a peroxidasa (anti
IgG-POD, Sigma, EE.UU.) a una dilucién 1:5 000 en PBS-L 1%, y se incub6 durante una
hora a 37 °C. La reaccion fue revelada, después del lavado, con 100 uL/pozo de la
disolucién sustrato para ELISA (ortofenilendiamina 0,05%; H20, 0,015% en la disolucion
reguladora Na;HPO42H,O 5,4 mmol/L; &cido citrico monohidratado CgHgO7H20
24,3 mmol/L, pH 5,5) durante 10 minutos a temperatura ambiente (20 — 25 °C), y

detenida con 50 pL/pozo de la disolucion H,SO4 2,5 mol/L.

La densidad éptica (DO) del ensayo a 492 nm se determiné en el lector de placas ELISA
Multiskan (Labsystems, Finlandia). Como control negativo del experimento se utilizé el
suero de un raton no relacionado. El titulo de anticuerpos se defini6 como la mayor

dilucion del suero que presentd una DO al menos tres veces superior al control negativo.
3.4 Generacion de AcMs anti-PSA
3.4.1 Fusion celular y seleccion de hibridos positivos

Se realizé la fusion celular segun los procedimientos convencionales, empleando como
agente fundente polietilenglicol®® (PEG 1 300 - 1 600, Sigma). Para ello se extrajeron 87
millones de linfocitos mediante la perfusion del bazo del ratén seleccionado, y se
mezclaron, en presencia del PEG al 42% (p/v), con 10 millones de células de mieloma

de la linea P3/x63.Ag8.653 (American Tissue and Cell Colection, ATCC, siglas en inglés)
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mantenidas en la fase exponencial del crecimiento. Los hibridos resultantes fueron
cultivados en placas de 96 pozos en presencia del medio selectivo HAT (Hipoxantina
0,1 mmol/L; Aminopterina 400 mmol/L y Timidina 0,016 mmol/L). A partir del cuarto dia,
se determind la eficiencia de fusion como el porcentaje de los pozos con hibridos del
total de pozos sembrados.

Los sobrenadantes de las células en crecimiento fueron ensayados, a una dilucion 1:2
en PBS, mediante un ensayo tipo ELISA indirecto similar al descrito en la seccion
anterior, con el objetivo de seleccionar los pozos con hibridomas secretores de
anticuerpos especificos para el PSA.

Se utilizé como control positivo del experimento el suero del ratdbn empleado en la fusién,
diluido 1:3 000 y como control negativo el sobrenadante de cultivo de los hibridomas
CB-Glut.1 (hibridomas que secretan AcMs especificos a las gliadinas del trigo).

3.4.2 Reconocimiento del PSA en solucion

La capacidad de los anticuerpos anti-PSA, secretados por los hibridos, de reconocer el
PSA en solucion se estudio mediante un ensayo de competencia en formato ELISA. Se
recubrieron placas de poliestireno con 100 uL/pozo de una disolucion del PSA a 1 pg/mL
en PBS durante tres horas a 37 °C, y se bloquearon de manera similar a lo descrito en la
seccion 3.3.1. A continuacion, se pre-incubaron 100 uL del sobrenadante de cultivo de
los hibridos resultantes de la fusion, con 100 uL de PSA natural a 1,0 pg/mL o 0 pg/mL
en PBS, durante dos horas a 37 °C. La mezcla se afadié a la placa a razén de
100 pL/pozo, y se incubd durante una hora a 37 °C. Los pasos fueron similares a lo

descrito en la seccion 3.3.1. El ensayo se realizé al menos dos veces.
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La inhibicién del reconocimiento de los anticuerpos al PSA adherido a la placa en
presencia de PSA en solucion se determiné mediante la siguiente formula:

1 =00 MW % 100

Porcentaje de inhibicién m
D¢ @ O ugimk de FOL

La sefial disminuye si los anticuerpos reconocen el PSA en solucién. Se fijo
arbitrariamente que la inhibicidon ocurre en aquellas muestras donde el porcentaje de
inhibicion es mayor que un 70%.

3.4.3 Clonaje de los hibridos seleccionados

El clonaje de los hibridos positivos, de acuerdo a los resultados de los ensayos
realizados a la fusion, se realizé por el método de la dilucion limitante. Para considerar el
clonaje exitoso se siguieron los requerimientos ya descritos por Gavilondo y

colaboradores®.
3.4.4 Reactividad cruzada de los AcMs generados

Se estudid la reactividad cruzada de los AcMs generados hacia antigenos no
relacionados. Con este objetivo se recubrieron placas de poliestireno con 10 ug/mL de
los siguientes antigenos recombinantes: (a) p24 del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), (b) Antigeno del nucleo del virus de la hepatitis B (HBCAg, siglas en
inglés), (c) Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBSAg, siglas en inglés), y
(d) Proteina A de la membrana del Treponema Pallidum (TMPA, siglas en inglés), y
como antigeno natural se empled la albumina de suero bovino (BSA, siglas en inglés). El

control positivo fue el PSA a 1 pg/mL.

Después de incubar tres horas a 37 °C se bloquearon los sitios libres con 200 uL/pozo

de PBS-L 1%. A continuacién, se afiadieron 100 uL/pozo de los sobrenadantes de cultivo
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de los hibridomas secretores de AcMs anti-PSA (dilucion 1:2 en PBS), y se incubo
durante una hora a 37 °C. Los pasos restantes fueron similares a los descritos en la

seccion 3.3.1.

Se considerd que los AcMs presentaban reactividad cruzada en aquellos casos donde la
DO del experimento fue dos veces mayor que la del control negativo (AcM no

relacionado CB-Glut.1).
3.4.5 Purificacién de los AcMs a partir del fluido ascitico de raton

Los AcMs anti-PSA se purificaron a partir de la ascitis de ratones BALB/c mediante una

cromatografia de afinidad Proteina A Sepharose CL-4B (Pharmacia Biotech AG, Suecia).

Para la purificacion se prepard una columna (1x10 cm) con 7 mL de Proteina A
Sepharose CL-4B. Se equilibré la columna con tampdn Glicina 1,5 mol/L; NaCl 3 mol/L,
pH 8,9. Para el registro de la sefal se empled un detector (Uvicord S Il, LKB, Islas
Nassau) a 280 nm de longitud de onda y una sensibilidad de 1 unidad de absorbancia
para la aplicacion de la muestra de ascitis y 0,5 unidades de absorbancia para el resto
de los pasos de la purificacién y una velocidad constante del papel de 0,5 mm/min. La
purificacion se desarrollé a temperatura ambiente (20 a 25 °C) y todas las fracciones se

conservaron a -20 °C.

En resumen, la ascitis se filtré a través de papel de filtro (Whatman, Reino Unido), y se
diluyé 1:4 en la disolucién tampdn Glicina 1,5 mol/L; NaCl 3 mol/L, pH 8,9, antes de ser
aplicada a la columna de afinidad a un flujo aproximado de 30 mL/h. La elucion
secuencial de los AcMs se realiz6 a 20 mL/h mediante un gradiente discontinuo de pH,

empleando tampén &cido citrico 0,1 mol/L desde pH 6 hasta pH 3.
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3.5 Caracterizacion de los AcMs anti-PSA
3.5.1 Determinacién de la subclase y constante de afinidad

La determinacion de la subclase de los AcMs generados se realiz6 mediante un ELISA
indirecto similar al descrito en la seccién 3.3.1, en el que se emplearon diferentes
conjugados comerciales (Sigma, EE.UU.) que reconocen especificamente cada subclase

de IgG de raton.

Los parametros cinéticos de la interaccion entre el PSA natural y algunos AcMs que lo
reconocen (CB-PSA.2, CB-PSA.4, CB-PSA.8 y CB-PSA.9), se determinaron a través de
la medicidn de la Resonancia Plasmica de Superficie®® con el equipo BlAcore (BlAcore
AB, Uppsala, Suecia). La superficie del sensor se recubri6 con una preparaciéon de
anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra el fragmento Fc de las IgG de raton
(Sigma) y se inyectaron los AcMs anti-PSA a una concentracion de 100 pg/mL en el
tampon diluente (PBS-T 0,1%; EDTA 3,4 mmol/L). Finalmente, se inyect6é el PSA natural
a 20 yg/mL en el mismo diluente y se registrd la cinética de asociacién—disociacion del
complejo.

Como control negativo, el proceso se realizd simultdneamente sobre un sensor
recubierto de la misma manera, pero sin la adicion de los AcMs anti-PSA. Las
constantes de velocidad de las reacciones de asociacion y disociacién, asi como las
constantes de afinidad se calcularon de acuerdo al programa de evaluacion de

resultados adjunto al equipo BlAcore.
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3.5.2 Biotinilacion de los AcMs y el PSA

Se conjugd el PSA para su empleo en los experimentos de mapeo epitopico y captura
del antigeno en solucién por los AcMs generados. Acorde al mismo procedimiento, se
conjugaron a biotina los AcMs generados CB-PSA.3, CB-PSA.6, CB-PSA.8 y CB-PSA.9,
asi como el AcM comercial Suresh 66 (control positivo), con el objetivo de evaluar su
comportamiento en los ensayos ELISA de doble anticuerpo para la deteccion del PSA en

suero.

Se dializaron 400 yL de las muestras de AcMs y PSA, en dos litros de una disolucion
NaHCO3; 50 mmol/L, pH 8,5, durante 16 horas en agitacién a 150 rpm (Belly Dancer,
Sigma, EE.UU.), a 4 °C. Se realiz6 un cambio de la disolucién transcurridas las dos

primeras horas de dialisis.

Se diluyd aproximadamente 1 mg de NHS-biotina (Sigma, EE.UU.) en 75 pL de
dimetilsulféxido (DSMO, Sigma) y se mezclé con los AcMs y el PSA previamente
dializados, a una relacién molar 50:1 (50 moles de biotina por mol de AcM o PSA). La
mezcla se incubd en hielo, con agitacién a 150 rpm, durante tres horas. Después de
concluida la incubacion, se repitio la didlisis bajo las mismas condiciones, con el objetivo
de eliminar el exceso de biotina libre. Finalmente las muestras se envasaron y

conservaron a 4 °C.
3.5.3 Determinacion del limite de deteccién del PSA en la captura

Se recubrieron placas de poliestireno con 100 pL/pozo de los AcMs anti-PSA
desarrollados, a 5 pg/mL en PBS, y se incubaron durante tres horas a 37 °C. Después

de bloquear la placa con BSA 1% (p/v) en PBS (PBS-BSA 1%) durante una hora a
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37 °C, se anadieron concentraciones del PSA biotinilado (PSA-biotina) entre 0,4-30
ng/mL en PBS-BSA 0,1% y se incub6 una hora a 37 °C. A continuacion del lavado con
PBS-T 0,05%, se afadié el conjugado comercial estreptavidina-peroxidasa (ST-POD,
Amersham), dilucion 1:1 500 en PBS-BSA 0,1%, y se incubd durante una hora a 37 °C.

La reaccion se reveld, después de lavar, acorde a lo descrito en la seccion 3.3.1.

El limite de deteccion se determind como la concentracion de PSA-biotina que se
detectd con un valor de DO al menos tres veces superior al control negativo. Se utilizé
como control negativo el CB-Glut.1 y como control positivo el AcM comercial de captura

Suresh 66.

3.5.4 Caracterizacion epitdpica de los AcMs generados

Con el objetivo de determinar las regiones antigénicas de la molécula del PSA
reconocidas por los AcMs generados, se desarroll6 un ELISA de competencia. El
recubrimiento y bloqueo de la placa se realizé de modo similar a lo descrito en la seccion
anterior. A continuacion, se pre-incubaron durante una hora a 37 °C, 100 pL del
conjugado PSA-biotina a 25 y 100 ng/mL con 100 pyL de los AcMs purificados, a las
siguientes concentraciones: (a) 0 (maxima senal); (b) 0,5; (c) 1 y (d) 2 pg/mL.
Posteriormente, se anadieron 100 yL de las muestras a cada pozo, y la placa se incubd
durante una hora a 37 °C. Las placas se lavaron con PBS-T 0,05%, y se incubaron 40
minutos a 37 °C con el conjugado ST-POD, dilucién 1:5 000 en PBS-BSA 0,1%. Los
pasos siguientes, a partir de la adicion del sustrato, fueron similares a los descritos en la

seccion 3.3.1.
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Las muestras se analizaron por duplicado y el ensayo se repitiéo al menos dos veces.

El valor del porcentaje de inhibicion se determiné utilizando la siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion m —2=29 miisiirs_ .. 400
DO o 0 pg/mi de POL

Se fij6 arbitrariamente que si el porcentaje de inhibicidon del experimento es mayor que
70% para las tres variantes de concentracién de AcMs empleadas, el AcM de captura y
el AcM en solucion, reconocen un mismo epitopo o un epitopo cercano en la molécula
del PSA.

Con el objetivo de determinar la naturaleza conformacional o secuencial de los epitopos
reconocidos por los AcMs en el PSA se realizdé un experimento de transferencia puntual
(Dot Blot).

Se fij6 a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) aproximadamente 1 ug de PSA

por pozo, en las siguientes condiciones:

Variante A. 50 uL/pozo del PSA a 20 uyg/mL en PBS (PSA nativa).

Variante B. 50 pL/pozo del PSA a 20 pg/mL en una disolucion de PBS-
Betamercaptoetanol al 2,5% (v/v), incubada a 90 °C durante 10 minutos (PSA
desnaturalizada).

Se utilizé como antigeno no relacionado la BSA a 20 pg/mL en una disolucién semejante
a la de la variante A.

Posteriormente se bloqued la nitrocelulosa con una disolucién de PBS-L 2% durante 16
horas, se cortd en tiras y cada tira se incub6 con uno de los siguientes AcMs: CB-PSA.1

al CB-PSA.9, el AcM comercial Suresh 66 (control positivo: reconoce un epitopo
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conformacional), o el CB-glut.1 (control negativo) a 5 pg/mL en PBS. Las tiras de
nitrocelulosa se incubaron en agitacion (100 rpm) a 37 °C durante una hora (Belly
Dancer, Sigma, EE.UU.). Después de realizar cinco lavados con PBS-T 0,1%, se afadio
el conjugado anti IgG-POD a una dilucién 1:1 000 y se incubé como se procedio en el
paso anterior. Finalmente, después de repetir el lavado, se adiciond la disolucion
sustrato (Diaminobencidina 0,05%; H,O, 0,05%; en PBS). La reaccion se detuvo al

eliminar el sustrato mediante lavados con H,O destilada.

3.6 Desarrollo de un ELISA de doble anticuerpo para la deteccién del PSA total en

Suero

Los AcMs CB-PSA.3, CB-PSA.6, CB-PSA.8, CB-PSA.9, CB-PSA.10 y CB-PSA.11
conjugados a biotina se ensayaron como trazadores para detectar PSA total mediante un
ELISA de doble anticuerpo con el AcM CB-PSA.4 (seleccionado como anticuerpo de

captura) en el recubrimiento.

En cada variante, el AcM CB-PSA.4 se fij6 a las placas de poliestireno a razéon de
100 uL/pozo a varias concentraciones (1, 5, 10 y 15 ug/mL en PBS), y se incubd 16
horas a 4 °C. El bloqueo de los sitios libres fue similar al descrito en la seccién 3.5.3.
Como muestra se empled el estandar secundario del PSA a concentraciones entre
0,15-25 ng/mL de PSA en PBS-BSA 0,1% y se incub6 a razon de 50 pL/pozo durante
una hora a 37 °C. Después de lavar con PBS-T 0,05% (cinco lavados manuales), las
placas fueron incubadas con el AcM trazador conjugado a biotina en un rango de
concentraciones desde 0,25 a 5 yg/mL. Finalmente se adicioné el conjugado ST-POD

dilucion 1:4 000 y la placa se incub6 una hora a 37 °C. La reaccién fue revelada después
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del lavado, con la disolucion sustrato para ELISA previamente descrita, y detenida con

H2SO4 2,5 mol/L a los 10 minutos de incubacion a temperatura ambiente (20 - 25 °C).

Se definio el limite de deteccidn de cada variante como la concentracion de PSA que
produjo un valor de DO tres desviaciones estandar (DE) por encima del valor de DO
correspondiente al “0” de la curva (PBS-BSA 0,1%). La sensibilidad analitica para cada
ensayo se determindé como la pendiente de la curva (ajuste lineal) para un rango de
concentraciones dado. Las muestras se analizaron por duplicado y el ensayo se realizo

al menos cinco veces.

El CB-PSA.4 en el recubrimiento, con el AcM CB-PSA.9 o CB-PSA.8 conjugados a
biotina como anticuerpos trazadores, se ensayo a diferentes tiempos de incubacion de la
curva PSA y del conjugado (15, 40 y 60 minutos). El resto de los pasos para este ensayo

fueron similares a los descritos en el parrafo anterior.
3.6.1 Caracterizacion del sistema ELISA desarrollado

Con el objetivo de estudiar las caracteristicas del ELISA de cuantificacion del PSA total,
se determinaron las concentraciones del PSA presentes en el suero de 65 pacientes que
asistieron a la consulta del Servicio de Urologia del Instituto Nacional de Oncologia y
Radiobiologia, La Habana. Los sueros fueron evaluados paralelamente mediante el
sistema comercial PSA total de CIS bio, acorde con las recomendaciones del fabricante.
Las muestras se clasificaron mediante ambos sistemas, de acuerdo a los valores del
PSA total, en tres intervalos de concentraciones (menores de 4 ng/mL, entre 4 y

10 ng/mL, y mayores de 10 ng/mL).
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Las placas se recubrieron con el AcM CB-PSA.4 a 5 yg/mL y se incubaron 16 horas a
4 °C. Después del bloqueo con PBS-BSA 1% durante una hora a 37 °C, se afiadieron
50 pL de la curva del estandar secundario del PSA a concentraciones entre 0,15-25
ng/mL en PBS-BSA 0,1%, y en otros pocillos 50 yL de los sueros a ensayar. La placa se
incubé una hora a 37 °C. Se adicion6 el AcM CB-PSA.9 conjugado a biotina
(CB-PSA.9-biotina) a 0,5 uyg/mL en PBS-BSA 0,1% y se incubd durante 40 minutos a 37
°C. Finalmente se afiadi6 el conjugado ST-POD dilucién 1:4 000. Los pasos siguientes
del ensayo, asi como todos los lavados, se realizaron de acuerdo a lo descrito en el

experimento anterior.

Las muestras con concentraciones elevadas del PSA (por encima del limite superior de

la curva) se diluyeron en PBS-BSA 0,1%.

Con vistas a demostrar el reconocimiento equimolar del ensayo hacia las diferentes
formas moleculares del PSA en el suero, se determinaron las concentraciones del PSA
en nueve sueros controles. Estos sueros forman parte del estudio de estandarizacién de
los sistemas PSA total de la IFCC realizados por Rafferty y colaboradores,
constituyéndose desde el afio 2000 en el criterio de oro para la seleccion de los sistemas
equimolares®'. Los sueros del panel fueron evaluados con nueve sistemas comerciales:
(1) Hybritech Tamden PSA (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, California, Estados
Unidos), (2) Enzymun (Boehringer Mannheim, Alemania), (3) Abbot IMx (lllinois, Estados
Unidos), (4) Cis Bio PSA-RIACT (Gif-sur-Yvette, Francia), (5) Immunotech IRMA

(Republica Checa), (6) Kulpe J (sistema casero), (7) Tosoh PSA (Japdn), (8) Immunolite
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PSA (Siemens, Alemania), (9) Fulla Y (ensayo casero, Francia). Los resultados de

nuestro ensayo fueron comparados con los descritos en este estudio.

La especificidad del sistema se estudi6 mediante la determinacién de los valores del
PSA total en el suero de 45 mujeres sanas con las mismas condiciones del ensayo
ELISA antes mencionado. Estos sueros fueron previamente evaluados con el sistema
comercial CIS bio PSA total y se obtuvieron valores por debajo del limite de deteccion

(LD) para este ensayo (0,9 ng/mL).

Finalmente, se determinaron los coeficientes de variacion intraensayo e interensayo
(estudio de precisidén) del ELISA PSA total desarrollado. Para ello se adicionaron a la
placa 50 pyL/pozo de cada una de las siguientes concentraciones (baja, media y alta,
respectivamente) del PSA: (a) 1 ng/mL, (b) 5 ng/mL y (c) 10 ng/mL en PBS-BSA 0,1%. El

coeficiente de variacion (CV) se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

CV =2x100
&

Donde: DE y * son las desviaciones estandar y el promedio de cada concentracion
ensayada, respectivamente.

Para determinar el CV intraensayo se realizaron 20 réplicas de cada una de las
concentraciones antes descritas, y para el calculo del CV interensayo (5 réplicas de cada

muestra) se repitid cinco veces el ensayo.

3.7 Desarrollo de un ELISA de doble anticuerpo para la deteccién del PSA libre en

Ssuero

Los pocillos fueron recubiertos con los AcMs CB-PSA.4, CB-PSA.8 y CB-PSA.9 y luego

se bloguearon de manera similar a lo mencionado en la seccion 3.5.3. En cada variante,
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el AcM se fij6 a las placas de poliestireno a razon de 100 plL/pozo a varias
concentraciones (1, 5, 10 y 15 yg/mL en PBS) y se incubé 16 horas a 4 °C. Como
muestra, se empled el estandar secundario del PSA a concentraciones entre 0,15-25
ng/mL de PSA en PBS-BSA 0,1% y se incub6 a razén de 50 pL/pozo durante una hora a
37 °C. Después de lavar con PBS-T 0,05% (cinco lavados manuales), las placas se
incubaron con el AcM trazador CB-PSA.2 conjugado a biotina, a concentraciones

diferentes (desde 0,25 a 5 pg/mL).

Finalmente, se adicion6 el conjugado ST-POD dilucién 1:4 000 y la placa se incubd una
hora a 37 °C. La reaccion fue revelada después del lavado, con la disolucién sustrato
para ELISA previamente descrita, y detenida con H,SO4 2,5 mmol/L a los 10 minutos de

incubacion a temperatura ambiente (20-25 °C).

Se definid el limite de deteccidn de cada variante como la concentracion de PSA que
produjo un valor de DO, tres DE por encima del valor de DO correspondiente al “0” de la
curva (PBS-BSA 0,1%). La sensibilidad analitica para cada ensayo se determiné como la
pendiente de la curva (ajuste lineal) para un rango de concentraciones dado. Las

muestras se analizaron por duplicado y el ensayo se realizé al menos cinco veces.
3.8 Purificacion del PSA a partir del plasma seminal
3.8.1 Seleccién del AcM y el mejor agente de elucion

Con el objetivo de realizar la purificacion del PSA, se realizd6 un experimento de
inmunoafinidad en placa para seleccionar la mejor variante de AcM y elegir el mejor

agente de elucion.
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Se recubrieron placas de poliestireno (Nunc, Costar Medium Binding, EE.UU.) con
100 pL de los AcMs CB-PSA.1, CB-PSA.2, CB-PSA.4, CB-PSA.5, CB-PSA.6, CB-PSA.8
y CB-PSA.9 a una concentracion de 10 yg/mL en PBS, y se incubaron durante 16 horas
a 4 °C. Después de lavar (cinco lavados manuales) con H,O/Tween 20 0,05%, se
bloqued a razén de 100 uL/pozo con PBS-BSA 1% durante 30 minutos a 37 °C. La placa
se incubo con 100 pL/pozo del conjugado PSA-biotina a 40 ng/mL durante 30 minutos a
37 °C. Después del lavado, similar al anterior, se adicionaron 200 uL/pozo de una de las
siguientes soluciones: (a) MgCl, 2 mol/L pH 5,6; (b) glicina 0,2 mmol/L pH 3,5; (c) Tris
20 mmol/L pH 11,6; (d) Urea 8 mol/L pH 9; (e) KSCN 3 mol/L y (f) PBS. Cada variante se
incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) en agitacion continua a
100 rpm. El conjugado ST-POD vy la disolucién sustrato se emplearon acorde a lo
descrito en la seccion 3.6.1.

Para este ensayo, se consider6 como condicion de elucidn minima, aquella que se
produjo en PBS (control negativo), por tanto la DO obtenida sera maxima. En

consecuencia, los resultados del experimento se expresaron para cada AcM como:

Porcentaje de elucidn m —~=22 Muedira
: D6 a0 saimidepoa > 209

3.8.2 Inmovilizacion en la matriz Sepharose 4B del AcM anti-PSA seleccionado

El AcM anti-PSA seleccionado fue purificado a partir de liquido ascitico y se acoplé a la
matriz Sepharose 4B activada con bromuro de cianégeno a 5 mg de AcM por mg de gel
seco, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Pharmacia Biotech AG, Suecia).
Para ello, se mezclaron 5 mL del AcM (~3,6 mg/mL), previamente dializado en la

disolucién de acoplamiento (NaHCO3/Na,COs 0,1 mol/L; NaCl 0,5 mol/L, pH 8,3), con
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3,5 mL del gel hidratado y reactivado, en la misma disolucién de acoplamiento. La
mezcla se incubd durante tres horas a temperatura ambiente (20-25 °C) en agitacion
continua a 100 rpm. A continuacién se procedioé a bloquear los sitios libres de la matriz
con glicina 1 mmol/L pH 8, durante una hora en las mismas condiciones de agitacion.
Finalmente, se realizé una corrida en blanco con las soluciones que se emplearon en la
purificacion, para eluir la fraccion de AcMs que no se acopld a la columna.

La cantidad de AcM anti-PSA inmovilizado (indice de inmovilizacién) se determiné

acorde a la recomendacion del fabricante mediante: Porcentaje de AcM anti-PSA

wig Al aa=Faa afadides 5 100

inmovilizado m
Mg R wRlE T

AcM anti-PSA no unido (mg/mL) = L,55 x p@Zg0mm — 9,76 ¥ DO Z60mm

3.8.3 Purificacion del PSA por cromatografia de inmunoafinidad

Para la purificacion se preparé una columna (1x10 cm) con 5 mL del AcM anti-PSA
seleccionado inmovilizado en Sepharose 4B. Se equilibré la columna con Na;HPO4
10 mmol/L, pH 7,2. Para el registro de la sefal se empled un detector (Uvicord S Il, LKB,
Islas Nassau) a 280 nm de longitud de onda y una sensibilidad de 0,5 unidades de
absorbancia en toda la corrida y una velocidad del papel de 0,5 mm/min. La purificacion
se desarrollo a temperatura ambiente (20 a 25 °C) y todas las fracciones se conservaron
a -20 °C.

La muestra de partida para la purificacion del PSA consistié en una mezcla de semen

proveniente de 10 pacientes del Instituto de Endocrinologia “Manuel Fajardo”
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(La Habana) sometidos a un estudio de fertilidad. La mezcla se conservé a —20 °C hasta

el momento de la purificacion.

Con el objetivo de preparar la muestra para el proceso de purificacion se centrifugd a
250 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante (plasma seminal) con un volumen
aproximado de 10 mL, se diluyé 1:5 en Na;HPO4 10 mmol/L, pH 7,2 (tampdn de
acoplamiento), y se filir6 a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um
(Sartorius, Alemania). EI material a purificar se aplicé a la columna a un flujo de 20 mL/h.
Después de realizar dos lavados secuenciales a 30 mL/h con NaCl 2,5 mol/L pH 8 y
MgCl, 1 mol/L pH 5,5, el PSA adsorbido a la matriz se eluyé con MgCl, 2 mol/L pH 5 a

30 mL/h.

La concentracién del PSA en la muestra de partida y en cada una de las fracciones de la
purificacion, se determiné mediante el ELISA descrito en la seccion 3.6.1.

La pureza de la proteina en cada fraccion se determind mediante la técnica de
SDS-PAGE al 12,5%, empleando el programa de aplicacién ManagerVer 2.0 (Bio Rad,
EE.UU.).

La masa de AcM contaminante en las fracciones (por desprendimiento desde la matriz
cromatografica) se estimé mediante un ensayo tipo ELISA®®. Para ello se recubrié una
placa de poliestireno con anticuerpos policlonales tipo IgG de carnero anti-lgG de raton
durante 16 horas a 4 °C. Después de bloquear los sitios libres de modo similar a lo
descrito en la seccion 3.5.3, se adicionaron las fracciones eluidas durante la purificacion.

Finalmente la placa se incubd con la misma preparacion policlonal de carnero anti-lgG
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de raton unido a la POD (Sigma). La reaccién fue revelada de acuerdo a lo descrito en la

seccion 3.6.

Las fracciones de la purificacion se analizaron mediante Western Blot. Para ello, se

realizé una SDS-PAGE al 12%, y las proteinas fueron transferidas (Electroforesis Power

Supply, Pharmacia-LKB, Suecia) a una membrana de nitrocelulosa (RPN203E
Amersham, EE.UU.) a 24 mV. Después de realizada la transferencia, se bloquearon los
sitios libres de la membrana con PBS-L 2% durante 16 horas a 4 °C, y se adiciono el
AcM CB-PSA.4 a 5 pg/mL, incubando una hora a 37 °C en agitacion a 100 rpm. Los
pasos siguientes fueron similares a los realizados en el Dot Blot descrito en la seccion

3.5.4. Como control positivo del experimento se utilizaron 20 ug del PSA comercial.

3.9 Andlisis estadisticos

Con los valores obtenidos de la fusion celular, se estimaron los intervalos de confianza al
95%, que permiten contar con un rango de valores entre los cuales se puede esperar se
encuentre el porcentaje de positividad.

Se realizaron modelos de regresion lineal a las curvas de concentracion de PSA
obtenidas en los ensayos de PSA total y libre.

Para el estudio de equimolaridad, considerando que los valores estimados se derivan de
dos réplicas, tamafio de muestra numéricamente pequefio, se estimaron los intervalos
de confianza desde el punto de vista bayesiano’®, basado en simulaciones de datos cuya
distribucion converge a la media de la concentracion calculada. Se compararon los
intervalos estimados con los rangos de los ensayos comerciales a través de los puntos

de interseccion.
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Se usé el software EPIDAT version 3.1 (Direccion de Sanidad, Espafia), programa para

analisis epidemioldgico de datos tabulados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Generacion de los AcMs anti-PSA de raton. Técnica de fusion celular para la
obtencion de hibridomas secretores

El PSA se encuentra generalmente a 1 mg/mL en el fluido seminal®

. El empleo del
plasma seminal como inmundgeno para la generacién de hibridomas secretores de
AcMs no ha sido descrito previamente; solo se han descrito inmunizaciones con PSA
semipurificado a partir del semen, con un porcentaje de pureza cercano al 70%’", con el
propésito de generar anticuerpos monoclonales. La presencia del resto de las proteinas
del plasma seminal en la muestra utilizada en nuestra experimentacion puede potenciar
una respuesta inmune diferente en los ratones, al enfrentarse su sistema inmune a un
grupo complejo de antigenos humanos adyuvados. Considerando dicha posibilidad, se
disefid un esquema de dosis multiples por encima del patron habitual y las evaluaciones
del titulo de respuesta se realizaron con un PSA de muy alto grado de pureza, evitando

en las evaluaciones la deteccion de respuesta contra otros antigenos del plasma

seminal.

Producto de las dosis repetidas de inmunizacion con el plasma seminal se obtuvieron
ratones BALB/c hiperinmunes al PSA (titulos > 1/800), lo que soporta la utilidad del
semen como inmundgeno para antigenos contenidos en este liquido corporal. Se
selecciond el ratén #3 para la fusion celular (Figura 1), pues present6é el mayor titulo

sérico de anticuerpos policlonales tipo IgG dirigidos contra el PSA (1/9 600).
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Figura 1. Titulo de anticuerpos 1gG anti-PSA en ratones
Leyenda: R, relacion de la absorbancia (492 nm) de las diluciones del suero en PBS y el valor de
un suero de un ratdon no inmunizado.

Para la obtencion de los hibridomas secretores de AcMs anti-PSA, se realizo la fusion
celular. La fusion celular presentd un 100% de eficiencia y del total de pocillos
ensayados empleando un ELISA indirecto para detectar secrecion de IgG anti-PSA,
descrito en el capitulo de Materiales y Métodos 3.4.1, el 6,5% resultd positivo (76 pocillos
de 1 154 ensayados, IC 95%: 5,1-8,1). Solo 22 de los 76 originalmente positivos (1,9%
del total original, IC 95%: 1,1-2,7) se mantuvieron positivos en posteriores evaluaciones
y expansiones, considerando a estos clones los secretores estables de IgG anti-PSA
(Tabla 3).

Entre los hibridos positivos estables en placas de 24 pocillos, se seleccionaron 17 para
el clonaje y finalmente se obtuvieron 11 clones estables secretores de anticuerpos anti-

PSA (Tabla 3). Los hibridos escogidos poseian la capacidad de secretar anticuerpos IgG

59



Resultados y Discusién

que reconocian el PSA fijado al soporte so6lido con una DO, como minimo, tres veces por
encima de la DO del control negativo. Se realizaron purificaciones de los clones
inoculados en la cavidad peritoneal de los ratones BALB/c, tomando la ascitis como
material de partida. En todos los casos se obtuvieron porcentajes de purificacion

superiores al 95% y concentraciones de 1 mg/ml.

Tabla 3. Resultados alcanzados en la evaluacion de la fusion celular

Fusién celular | Clones estables | Hibridomas
N 1154 76 17
Positivos 76 22 11
Porcentaje (%) | 6,5 1,9 0,9
IC 95% (5,1-8,1) (1,1-2,7) (0,3-1,6)

Leyenda: N, total de pocillos evaluados de la fusion celular o clones expandidos para evaluar los
clones estables u obtener hibridomas; Porcentaje, se basa sobre el total de pocillos con células,
obtenidos en la fusién celular (1 154); IC, Intervalo de confianza.

4.2 Caracterizacion funcional del panel de anticuerpos monoclonales

Se realizé la caracterizacién de los AcMs generados, determinando la subclase, la
constante de afinidad y la capacidad de captura del PSA en solucion. Los AcMs se
clasificaron en grupos de acuerdo a los resultados de la competencia epitdpica y se
determiné el tipo de epitopo (conformacional o secuencial) reconocido por ellos.

4.2.1 Caracterizacion del reconocimiento de los AcMs anti-PSA

Con el objetivo de identificar el reconocimiento preferencial hacia el PSA en solucion o
fijlado al soporte sdlido, se disendé un ELISA competitivo (ver seccién 3.4.2), en el cual los
sobrenadantes de cultivo se pre-incubaron con una concentracion fija del PSA, y esta
mezcla se afnadid a la placa de ELISA que tenia el PSA previamente fijado. En tres

casos (hibridos correspondientes a los clones finales CB-PSA.1, CB-PSA.2 vy
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CB-PSA.11) los anticuerpos secretados reconocieron preferencialmente el PSA adherido
a la placa, mientras que los ocho hibridos estables restantes, contenian anticuerpos
capaces de reconocer preferencialmente al antigeno en solucion, lo que permitio

establecer grupos de AcMs segun el patron preferencial de reconocimiento al PSA.
4.2.2 Subclase de los AcMs

La subclase de los AcMs generados se determiné mediante un ELISA indirecto que se
basé en el empleo de conjugados comerciales especificos para cada subclase IgG de
ratbn. En la evaluacién de la fusion se empledé un conjugado que reconoce
especificamente la regién constante de la IgG murina, sin reactividad cruzada con otras
subclases. Todos los AcMs anti-PSA obtenidos fueron de la subclase IgG1, que se
corresponde con la mas frecuente entre las subclases de IgG de raton. La subclase de
anticuerpo obtenida también se relaciona con el tipo de inmundgeno, la frecuencia y ruta
de las inmunizaciones, factores que pueden influir en el tipo y subclase de anticuerpo

generado®.
4.2.3 Determinacion de la afinidad y el limite de deteccion paralos AcMs anti-PSA

Los calculos de afinidad arrojaron valores por encima de 10® L/mol para los AcMs
ensayados (Tabla 4). Las constantes de afinidad calculadas para los AcMs evaluados
estuvieron comprendidas entre los valores descritos en la literatura®® (10" a 10° L/mol), e
incluso el AcM CB-PSA.9 presentd una afinidad mayor (10" L/mol) a lo descrito para
anticuerpos anti-PSA.

El limite de deteccion se calculd6 mediante un ELISA en el cual cada AcM adherido a la

fase sdlida se incubo con una curva de PSA-biotina (0,4 a 30 ng/mL). El AcM CB-PSA .4
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detectd la concentracion limite ensayada con valores de DO similares a los obtenidos

con el AcM Suresh 66. EI AcM Suresh 66 se utiliza adherido al soporte soélido de un

71
I

sistema comercial’ . El resto de los AcMs generados detectaron valores de PSA-biotina

iguales o mayores que 0,8 ng/mL.

Tabla 4. Valores de constante de afinidad y limite de deteccién en la captura de PSA-
biotina de los AcMs anti-PSA generados y los comerciales Suresh 10, Suresh 30 y
Suresh 66.

Constante de Limite de deteccion?

AcMs afinidad (L/mol) (ng/mL)
CB-PSA.1* N.R 7
CB-PSA.2* 1,3x 10° 1,8
CB-PSA.3 N.R 3,3
CB-PSA.4 3,7 x10° 0,4**
CB-PSA5 N.R 7
CB-PSA.6 N.R 1,3
CB-PSA.7 N.R 3,3
CB-PSA.8 6 x 10° 3,3
CB-PSA.9 4,7 x 10" 0,8
CB-PSA.10 N.R 13
CB-PSA.11* N.R 3,3
Suresh 10 N.R 1,3
Suresh 30 N.R 13
Suresh 66 6,9 x 10° 0,4*

Leyenda: ? El limite de deteccién del ensayo con PSA-biotina se corresponde con la menor
concentracion de PSA-biotina detectada con un valor de DO a 492 nm al menos tres veces
mayor que el control negativo; *, reconocen preferencialmente el antigeno PSA adherido a la
placa; **, al menos detectan esa concentracion; N.R, No realizado.
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4.2.4 Competencia de los AcMs en el reconocimiento del PSA. Tipo de epitopo
reconocido

Los AcMs anti-PSA se clasificaron en grupos de acuerdo con los resultados de los
ensayos de inhibicion realizados en formato ELISA. En estos ensayos se pre-incubaron
diferentes concentraciones de los AcMs con el conjugado PSA-biotina y se adicionaron a
una placa recubierta con 5 pg/mL de cada AcM. La inhibicion del reconocimiento del
complejo antigeno-anticuerpo en solucién por el AcM de captura se determiné de
acuerdo a lo descrito en la seccion 3.5.4 del capitulo de Materiales y Métodos. Se
incluyeron dentro de un mismo grupo aquellos AcMs que al unirse al antigeno en
solucion, produjeron una inhibicion por encima del 70%.

La clasificacion de los AcMs generados y de algunos comerciales en correspondencia
con los resultados de los experimentos de inhibicidn se recoge en la tabla 5. La
clasificacion en cinco grupos como resultado de experimentos de inhibicidon semejantes
se ha descrito anteriormente para un panel de AcMs anti-PSA obtenidos por diferentes

laboratorios’.

Tabla 5. Clasificacion de los AcMs anti-PSA acorde a los epitopos reconocidos en el
PSA

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Suresh 66* Suresh 30** Suresh 10* CB-PSA.9 (S) CB-PSA.3
CB-PSA.4 (S) CB-PSA.2 CB-PSA.8 CB-PSA.6 (S) CB-PSA.10
CB-PSA.1 CB-PSA.7 (S) CB-PSA.11
CB-PSA.5

Leyenda: AcMs comerciales que reconocen: *PSA total, ** PSA libre; (S), epitopo
secuencial.
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Los cinco grupos de AcMs obtenidos se corresponden con el numero de regiones
epitopicas de la molécula del PSA que son reconocidas por nuestro panel de AcMs. La
competencia dentro de cada grupo puede ocurrir debido a uno de los siguientes eventos:
(a) los AcMs (AcM pre-incubado con PSA-biotina y AcM de captura) reconocen el mismo
epitopo, (b) los AcMs reconocen epitopos solapados, o (c) reconocen epitopos cercanos
en la molécula del PSA®,

Los AcMs incluidos en el grupo 1 (Tabla 5) pueden ser utilizados para la deteccion del
PSA total. Estos AcMs compitieron con el AcM comercial Suresh 66, que reconoce el
PSA total.

El AcM CB-PSA.2 compitié con el AcM comercial Suresh 30 (reconoce PSA libre), por lo
cual seleccionamos el CB-PSA.2 para evaluar la deteccién del PSA en su forma libre.
Por otra parte, Wan y colaboradores demostraron que solo un grupo epitépico de la
molécula del PSA, entre los seis grupos epitopicos descritos por ellos, permanece oculto
en el complejo PSA-ACT?, mientras los cinco grupos restantes son reactivos a sus
AcMs especificos. Por lo tanto, los AcMs incluidos en los grupos 1, 3, 4 y 5 pueden ser
utilizados potencialmente para la deteccion del PSA total considerando que el AcM del
grupo 2 sea el unico obtenido con un epitopo relacionado con el PSA libre.

Otros estudios similares de caracterizacion epitopica de la molécula del PSA
desarrollados por Corey y colaboradores’?, demuestran la existencia de epitopos de
naturaleza diferente (secuencial o conformacional) dentro de una misma zona
antigénica. Corey y colaboradores clasificaron un panel de 10 AcMs en cinco grupos de
acuerdo a sus posibilidades de constituir parejas en un ELISA de doble anticuerpo, y

posteriormente, definieron la naturaleza del epitopo reconocido por ellos en
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experimentos de Western Blot, en condiciones reductoras y no reductoras. Los

resultados demostraron que en uno de los grupos existian AcMs que reconocian
epitopos secuenciales y conformacionales.

Con el objetivo de clasificar el tipo de epitopo (conformacional o secuencial) reconocido
por cada AcM del panel obtenido, se determind el reconocimiento de los AcMs
generados al PSA en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes.

Acorde con los resultados experimentales, los AcMs CB-PSA.4, CB-PSA.6, CB-PSA.7 y
CB-PSA.9 reconocieron epitopos secuenciales en la molécula del PSA (Figura 2). Estos
AcMs detectaron el PSA con una intensidad similar tanto en la molécula en su
conformacion nativa, como en la condicidn desnaturalizada. Los AcMs restantes
reconocieron epitopos conformacionales (CB-PSA.1, CB-PSA.2, CB-PSA.3, CB-PSA.5, y
CB-PSA.8). Este experimento confirma que en cada grupo descrito en la tabla 5 se
pueden incluir AcMs que reconocen diferentes epitopos, aunque cercanos o solapados,
tal es el caso del AcM CB-PSA.4, que reconoce un epitopo secuencial y compite con el
CB-PSA.1 y CB-PSA.5 que reconocen un epitopo conformacional en la molécula del
PSA.

El caracter conformacional del epitopo reconocido por el AcM CB-PSA.2 (Figura 2)
coincide con lo descrito en la literatura por Pettersson y colaboradores™ sobre la
naturaleza del epitopo que se encuentra expuesto solamente en el PSA libre y no en el
complejo PSA-ACT. A la vez, el AcM comercial Suresh 30 que reconoce el PSA libre,

detectd un epitopo de naturaleza conformacional (datos no mostrados).
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Figura 2. Reconocimiento del PSA por el panel de AcMs (Dot Blot).
Leyenda: PSA en condiciones nativas (A); desnaturalizantes (B);
empleando BSA (C) como control negativo. Carriles 1 al 9 (CB-PSA.1 al

CB-PSA.9), el AcM Suresh 66 (carril 10) y el CB-Glut.1 (carril 11) se
emplearon como controles.

4.2.5 Especificidad de antigeno

Ninguno de los AcMs anti-PSA obtenidos presentd reactividad cruzada hacia los
antigenos recombinantes (p24 del VIH, HBcAg, HBsAg, y TMPA), o natural (BSA)
ensayados. Esto no implica que los AcMs desarrollados puedan reconocer otras
moléculas que presenten homologia con el PSA (hK1 o hK2), las cuales por la no
disponibilidad de las mismas fue imposible incluir en este experimento. El
reconocimiento de la proteina hK1 por AcMs anti-PSA es poco frecuente por las
diferencias estructurales entre ambas proteinas, mientras que es mas comun el
reconocimiento de la proteina hK2, aunque es minimo en la mayoria de los AcMs, a
diferencia de los anticuerpos policlonales’">.

4.3 Desarrollo de un ensayo ELISA de doble anticuerpo para la deteccion de PSA
total

Para el desarrollo del ensayo ELISA de doble anticuerpo se seleccioné el AcM
CB-PSA.4 de acuerdo a los resultados de los experimentos de inhibicion y en

correspondencia con el mayor limite de deteccion en la captura del antigeno en solucion

para este AcM (0,4 ng/mL del PSA, ver tablas 4 y 5). Como trazadores, se evaluaron los
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AcMs conjugados a biotina incluidos en los grupos del 3 al 5. Los AcMs del grupo 1
(CB-PSA.1 y CB-PSA.5) compiten con el CB-PSA.4 por lo cual no son utiles para realizar
la pareja del ELISA que detecte PSA total. En el caso del grupo 2 (CB-PSA.2), solo debe
reconocer la molécula de PSA libre, por lo tanto se elimin6 de estos ensayos.

Para la seleccion del AcM trazador y las condiciones Optimas del ensayo, se empled una
curva del estandar secundario del PSA en un intervalo de 0,15-25 ng/mL. Estas
concentraciones comprenden el intervalo de decision clinica en el diagndstico del cancer
de prostata’® y también incluye los valores del PSA que se registran en el suero de los
pacientes después de aplicada la radioterapia o la prostatectomia radical. Con el objetivo
de cuantificar las variaciones serologicas del PSA en los pacientes sometidos a las
terapias antes mencionadas y detectar la posible recurrencia de la enfermedad, los
sistemas comerciales para cuantificar PSA total deben poseer un LD por debajo de
0,4 ng/mL"".

Las mejores variantes (parejas de AcMs) para la deteccion del PSA total se obtuvieron
con el AcM CB-PSA.4 a 5 yg/mL en el recubrimiento y utilizando el AcM trazador,
conjugado a biotina, CB-PSA.8 o el CB-PSA.9 a 0,5 uyg/mL (Figura 3). Se determind que
los tiempos optimos de incubacion para la curva y el conjugado fueron 60 y 40 minutos,
respectivamente.

Se determind el limite de deteccion de cada variante como la concentracién del PSA que
produjo un valor de DO tres DE por encima del valor correspondiente al “0” de la curva.
Para las parejas (anticuerpo en recubrimiento/trazador) CB-PSA.4/CB-PSA.9 vy

CB-PSA.4/CB-PSA.8 el LD fue de 0,15 y 0,31 ng/mL del PSA, respectivamente. La
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pendiente de la curva para ambas combinaciones fue similar, mientras el rango de
trabajo de la curva se ubicé entre 0,15y 12 ng/mL, para ambos casos.
En correspondencia con el limite de deteccion y el rango de la curva alcanzado, se

seleccioné el conjugado CB-PSA.9-biotina como anticuerpo trazador.

2,5 CB-PSA.9
DO=0,38In C(PSA)+1,01 R2= Q*

2,0 1

CB-PSA.8

15 DO=0,32In C(PSA)+0,98 R2=0,97

1,0

DO a492 nm

0,5

0 5 10 15 20 25 30
C (PSA) en ng/mL

Figura 3. Curvas de cuantificacion del PSA total con el empleo de los AcMs conjugados

a biotina CB-PSA.8 (0), y CB-PSA.9 (A).
Leyenda: R? coeficiente de regresion lineal con un ajuste logaritmico; C (PSA), concentracion
de PSA

4.3.1 Concordancia del sistema PSA total con el ensayo comercial CIS bio PSA
total (Francia)

Con el objetivo de validar nuestro ensayo de determinacién del PSA total (CB-PSA.4/CB-
PSA.9) se estimaron los valores del PSA total a 65 sueros de pacientes con sospecha
clinica de presentar cancer de préstata. Los sueros se evaluaron en paralelo con el

sistema comercial CIS bio PSA total (Francia). Las muestras se agruparon en las tres
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categorias descritas con valor clinico (menores de 4 ng/mL, entre 4 y 10 ng/mL, y
mayores de 10 ng/mL*"). EI 100% de las muestras fueron clasificadas dentro de los
mismos grupos por ambos sistemas (Tabla 6), demostrando la similitud de resultados
con respecto a sistemas comerciales bajo empleo en la practica médica.

Tabla 6. Clasificacion de las muestras dentro de los intervalos de valor clinico utilizando
el ensayo de PSA total en comparacion con el sistema CIS bio PSA total (Francia)

Concentracion del PSA total
PSA (ng/mL) <4 4al0 >10
<4 (n=45) 45
CISbio | 4210 (n=10) 10
PSA total
> 10 (n=10) 10

Leyenda: n, numero de muestras ensayadas

4.3.2 Determinacion de la equimolaridad en la deteccion del PSA-ACT y PSA libre
Para demostrar la deteccion equimolar del PSA total (PSA-ACT y PSA libre) por el
ELISA de doble anticuerpo desarrollado, se empled un panel de referencia con nueve
sueros provenientes de la Universidad de Stanford, California. El panel de la Universidad
de Stanford se acepta como el “estdndar de oro” para caracterizar los sistemas
diagndsticos que detectan el PSA®'. Los ensayos que se ubican dentro del rango
definido se consideran equimolares, detectando de manera similar el PSA acoplado a
ACT y el PSA libre.

La determinacion del PSA total se realizé con el empleo del CB-PSA.4 fijado a la placa
de poliestireno y el CB-PSA.9 acoplado a biotina como anticuerpo trazador. Se empled

un estandar comercial desde 0,9 ng/mL hasta 100 ng/mL de concentracién del PSA
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(Cis bio curve), dando como resultado una curva con un coeficiente de regresion lineal
de 0,994 (ajuste logaritmico).

Las concentraciones de PSA detectadas se encuentran comprendidas entre los valores
descritos para cada suero por los nueve ensayos comerciales previamente evaluados
(Figura 4). Los intervalos de confianza estimados con nuestro sistema y los intervalos

descritos para los ensayos comerciales tienen un amplio rango de interseccion.
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Figura 4. Estudio de la equimolaridad. Resultados de la evaluacion de los
sueros del panel de Stanford (sueros 1 al 9) con nuestro sistema de

determinacién del PSA total.
Leyenda: Para cada suero se muestra el rango de valores (| ) determinados con los sistemas
comerciales; C (PSA), Concentracién de PSA total.

Por tanto, el sistema de cuantificacion del PSA total (CB-PSA.4 en la captura y CB-
PSA.9 en la deteccion), reconoce de forma equivalente 1 mol del PSA-ACT y 1 mol del
PSA libre, bajo las condiciones de nuestro ensayo. Los nueve ensayos comerciales que

detectan el PSA total de manera equimolar se basan en un mismo AcM anti-PSA, siendo
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el CB-PSA.4 el segundo anticuerpo de captura descrito con la capacidad de deteccion

equimolar.

4.3.3 Especificidad del sistema

Con el objetivo de demostrar la especificidad del ensayo de PSA total, se
determinaron los valores de PSA total en el suero de 45 mujeres sanas. Los sueros
de mujeres sanas deben presentar valores de PSA total sérico cercanos a 0,1 ng/mL,
aunque en ocasiones pueden ser mayores’®. Ninguno de los sueros analizados

supero el valor de 0,35 ng/mL, lo cual demuestra la alta especificidad del sistema.

4.3.4 Estudio de la precisiéon intra e interensayo

Los CV intraensayo e interensayo del ELISA de PSA total desarrollado fueron
inferiores al 5% y al 20% respectivamente (Tabla 7), para las tres concentraciones del
PSA total ensayadas (baja, media y alta).

Un CV intraensayo inferior al 5% es una medida de un rango bajo de diferencia entre
muestras evaluadas en un mismo ensayo, mientras que el rango de variacidon
interensayo refleja la variabilidad de una misma muestra evaluada en diferentes
ensayos. En los inmunoensayos cuantitativos se aceptan valores del coeficiente de
variacion interensayo inferiores a un 20%°’.

Tabla 7. Precision intra e interensayo del ELISA PSA total desarrollado

PSA (ng/mL) Intraensayo (n=20) Interensayo (n=5)
DE CV (%) DE CV (%)

1 0,12 4,32 0,15 12,34

4 0,25 3,18 0,28 4,67

10 0,85 2,97 0,95 3,89

Leyenda: DE, Desviacion Estandar; CV, Coeficiente de Variacion.
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La deteccién equimolar del PSA total, la alta sensibilidad obtenida, la excelente
correlacion con el sistema comercial empleado, asi como la especificidad y el resto de
los parametros evaluados, permiten considerar que la combinacién de los AcMs
CB-PSA.4 en la captura y CB-PSA.9 en la deteccidn, es la base para desarrollar un
sistema comercial para la cuantificacion del PSA total.

4.4 Desarrollo de un ELISA de doble anticuerpo para la determinacion del PSA
libre

Con la finalidad de desarrollar un ELISA para la cuantificacién del PSA libre en suero, se
seleccioné el AcM CB-PSA.4 de acuerdo a los resultados de los experimentos de
deteccion en la captura del antigeno en solucion para este AcM (0,4 ng/mL del PSA, ver
tabla 4), la zona de reconocimiento coincidente con la descrita en otros ensayos
comerciales, asi como la demostracion realizada de que este anticuerpo monoclonal
capturaba de manera equimolar el PSA libre y el asociado en suero.

Del panel de AcMs generados, el CB-PSA.2 fue el unico anticuerpo que podiamos
emplear como trazador para detectar el PSA libre, dado que reconocia al PSA por la
unica zona epitdpica descrita que se mantiene oculta cuando se forma el complejo
PSA-ACT"®, como se refleja en la tabla 5.

La sensibilidad analitica del sistema se evalud con una curva patron de PSA diluida en
suero. En la figura 5 se muestra la linealidad obtenida con la combinacion de los
monoclonales ensayados. Se pudieron detectar concentraciones de PSA menores que
1 ng/mL, y obtener un rango lineal de trabajo amplio, que cubre los rangos de

concentracion habitualmente encontrados en las muestras de suero humano.
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Figura 5. Curva de cuantificacion del PSA libre, empleando el AcM CB-PSA.2
conjugado a biotina y CB-PSA.4 en la captura.

Leyenda: R?, coeficiente de regresion lineal con un ajuste logaritmico C (PSA), Concentracion
de PSA total.

Resultados similares se alcanzaron con las variantes del CB-PSA.8 y CB-PSA.9 en el
recubrimiento con respecto a lo referido en la figura 5 para el CB-PSA.4. Sin embargo,
para el resto de las caracterizaciones, el trabajo experimental se realiz6é con el CB-PSA.4
en el recubrimiento, al tratarse de un AcM que reconoce de manera equimolar el PSA
libre y asociado.

El rango de linealidad se logré para curvas de PSA desde 0 a 50 ng/mL, lo que permite
el desarrollo de un ensayo comercial para la cuantificacion del valor de PSA libre. El
limite de deteccion del ensayo para cuantificar el PSA libre fue de 0,5 ng/mL.

Un sistema para la deteccidn en muestras de suero del PSA total y otro para la deteccidn

del PSA libre fueron registrados por el Centro de Inmunoensayo (TecnoSUMA
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Internacional SA, Cuba) en el afio 2003. Se trata de un sistema UMELISA (ultra micro-
ELISA) basado en los anticuerpos obtenidos y caracterizados en el presente trabajo’®.

El UMELISA®PSA se comercializa en un estuche que contiene placas recubiertas con el
AcM CB-PSA.4, una curva de sueros estandares calibrados contra patrones
internacionales (IRP 96/70 OMS) y los conjugados CB-PSA.9 y CB-PSA.2 acoplados a
biotina, para la deteccion del PSA total y del PSA libre, respectivamente. El conjugado
empleado es la estreptavidina-fosfatasa alcalina y como sustrato fluorigénico emplean el
4-Metilumbeliferil fosfato. El tiempo total del ensayo es de 1 hora y 30 minutos.

El ensayo UMELISA PSA total en las condiciones experimentales ajustadas posee un
rango lineal de trabajo desde 0,62 ng/mL hasta 20 ng/mL de PSA, mientras que para el
caso del UMELISA PSA libre, el rango de linealidad va desde 0,31 a 20 ng/mL de PSA
(Figura 6).

Para la evaluacion de la precision de estos dos sistemas se emplearon tres muestras
con concentraciones conocidas de PSA (1, 4 y 16 ng/mL). Para la evaluacion de la
precision intraensayo se evaluaron estos tres rangos de concentraciones en 15 réplicas
y el mismo ensayo fue repetido veinte veces en dias diferentes para la precision
interensayo. El coeficiente de variacion fue menor al 9% para todas las condiciones
experimentales ensayadas.

En funcion de evaluar la exactitud del sistema UMELISA PSA total, se tomaron tres
sueros de pacientes con concentraciones conocidas de PSA total (en el rango de 4 a 16
ng/mL). El porcentaje de recuperacion al comparar los resultados obtenidos con los
valores esperados para cada muestra promedid un 96,2 + 4%. En el caso de la

evaluacion de la precision del sistema UMELISA PSA libre en el rango ensayado (4,4 a
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16 ng/mL) se obtuvo un 104,85 + 2,37%. Los valores aceptables de exactitud mediante

el ensayo de recuperacién deben encontrarse en el rango de 90 a 110%*.

A. UMELISA PSA Total
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Figura 6. Curva de cuantificacién de los sistemas comerciales UMELISA® PSA total y
UMELISA® PSA libre.

Leyenda: C (PSA), concentracion de PSA

La detectabilidad fue evaluada como la concentracion calculada para la fluorescencia

equivalente a un suero negativo (tomando el patrén internacional IRP 96/670 de la OMS
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como referencia) mas dos DE. Para el sistema UMELISA PSA la detectabilidad para el
ensayo de PSA total fue de 0,02058 ng/mL y para el ensayo de PSA libre fue de 0,013
ng/mL.

Los UMELISA®PSA total y libre han sido registrados en Cuba, México, Venezuela,
Colombia, Brasil, Peru y Argentina. En Cuba, desde el afio 2009, se han realizado
empleando este ensayo 1 271 808 determinaciones.

El sistema UMELISA®PSA total ha sido evaluado en diferentes trabajos. Recientemente,
Castro y colaboradores estudiaron 19 981 muestras de suero de individuos de la
provincia de Santiago de Cuba (periodo 2008-2010), de los cuales un 4,12% de los
casos tenian valores por encima de 10 ng/mL y alrededor de un 6,35% en el rango de
3,7 a 10 ng/mL. Estas Ultimas fueron evaluadas con el UMELISA®PSA libre y un 74%
resultaron catalogadas como de riesgo, al encontrarse valores de la relacion PSA
libre/PSA total menores al 25%. De la evaluacion realizada concluyeron que 167 casos
fueron detectados con cancer de prostata luego de completar las evaluaciones
requeridas, resaltando que en mas de un 67% sus tumores clasificaban en estadio I-ll,
en contraste con la practica habitual médica en dicho servicio donde alrededor de un
70% del diagnéstico del cancer de prdstata ocurre en los estadios 111-1V®",

Los resultados de Castro y colaboradores ilustran el problema actual que tenemos en
Cuba con el diagndstico y manejo del cancer de prostata. La principal causa de muerte
en los hombres en la provincia Santiago de Cuba es el cancer de prostata®'. Este patrén
de mortalidad se reproduce en otras provincias del pais. Un analisis comparativo con los
datos de los EE.UU., considerando una poblacién similar situa las cifras cubanas en un

30% menos de casos diagnosticados y una mortalidad 2,5 veces superior a la de los
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Estados Unidos. El cancer de prostata es una enfermedad crénica de larga duracion. El
diagndstico temprano que combine el empleo de la medicion de PSA vy la biopsia en los
casos positivos permitiria diagnosticar la presencia del tumor en estadios mas
tempranos y brindar una terapia ajustada a las condiciones de cada paciente.

La pesquisa basada en un sistema fabricado en Cuba, posibilita un ahorro de recursos al
pais si decide establecer la misma para el beneficio de la poblacion. Los datos
epidemioldgicos actuales permiten apreciar que en Cuba el cancer de prostata esta
teniendo un impacto directo en los afios de vida perdidos, por lo que la implementacion
del diagndstico y la conducta terapéutica requieren una revision y adecuacion, teniendo
en cuenta las caracteristicas culturales de la poblacion masculina cubana que es reacia
a la implementacion del examen digital rectal y disfruta de un sistema gratuito de salud
enfrascado en mejorar la calidad de vida de sus ciudadanos.

4.5 Inmunopurificacion del PSA a partir del plasma seminal

Con el objetivo de seleccionar el AcM para ser inmovilizado en la columna y purificar

el PSA natural, se evalud un panel de siete AcMs anti-PSA con cuatro condiciones de
elucién diferentes (pHs extremos, fuerza ionica, agentes desnaturalizantes vy
caotropicos). El experimento consistié en disociar la unién del AcM con PSA-biotina,
empleando diferentes condiciones de elucion en un formato ELISA donde el PSA fue
“capturado” por cada uno de los AcMs anti-PSA del panel obtenido. Esta metodologia
permite la selecciéon de manera simple de variantes a evaluar en los experimentos de
purificacion.

Un alto porcentaje de desprendimiento se correspondié con el mejor agente de

elucion. El desprendimiento con PBS pH 7,2 se consideré basal, por lo que la
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absorbancia registrada en este punto se definid6 como el “0°% de elucidon (Tabla 8),
siendo la absorbancia maxima.

La utilizacion de urea (agente desnaturalizante) y KSCN (agente caotrdpico), permitid
eluir mas del 70% del PSA con cualquiera de los AcMs de captura (Tabla 8). Un
resultado similar se obtuvo empleando pH basico (Tris 20 mmol/L, pH 11,6). Sin
embargo, para la variante con el pH acido (Glicina 0,2 mol/L, pH 3,5), la disociacion
del PSA fue ligera o minima (menor del 25%) para la mayoria de los AcMs. Los AcMs
CB-PSA.2 y CB-PSA.6 presentaron un porcentaje de elucion cercano al 60% para
esta condicion. El empleo de un agente de elucion con alta fuerza ionica (MgCls
2 mol/L) posibilité el desprendimiento de mas de un 70% del PSA asociado al AcM
CB-PSA.2 y CB-PSA.6, sin efectos en la disociacion del PSA para el resto de los
AcMs ensayados (< 46%).

Tabla 8. Resultados de los experimentos de elucion sometiendo el panel de AcMs
anti-PSA a diferentes condiciones de elucion.

Porcentaje de elucion empleando diferentes soluciones (%)

PBSpH  KSCN MgCl, ran:sOZI?L Urea g'c')‘l’/'[‘% 3'2

7,2 3 mol/L 2 mol/L oH 11.6 8 mol/L 35
CB-PSA.1 12 89,7 8.3 91,6 916 25,0
CB-PSA.2 0.8 87.7 76,3 79.6 90,5 60,1
CB-PSA.4 1,4 80,3 45,6 72.9 91,9 15,8
CB-PSA5 0.5 88,8 6,0 80,0 80,0 20,0
CB-PSA.6 0,4 84.4 74 88,8 88,4 57.4
CB-PSA.8 0,6 87.9 11,7 83.3 83,3 16,6
CB-PSA.9 0,5 72.8 0 80,0 80,0 20,0

Leyenda: *, Condicién experimental que representa el 0% de elucién para cada variante
de AcM ensayada

Con vistas a inmunopurificar el PSA, decidimos emplear el MgCl, 2 mol/L como agente

de elucién de acuerdo a que: (a) permitio eluir mas de un 70% del PSA asociado a los
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AcMs CB-PSA.2 y CB-PSA.6 y (b) la elucion empleando agentes con alto contenido
idnico se considera un proceso “suave” para la estructura molecular de la proteina
cuando se compara con la elucién por agentes caotrépicos, desnaturalizantes y pHs

extremos®.

La elucién con soluciones de alta fuerza ibnica se basa en la ruptura de las
interacciones electrostaticas que se establecen entre el antigeno y su ligando (AcM).
En el caso particular de la disolucion MgCl, 2 mol/L se describen dos efectos
adicionales: las ligeras caracteristicas caotropicas del anién cloruro y el efecto sobre la
disociacion del complejo antigeno-anticuerpo del pH acido (pH inferior a 6), producto de

la hidrolisis de esta sal®?.

Las soluciones de KSCN y urea, a pesar de que presentan los mayores porcentajes de
elucién, no fueron seleccionadas porque generalmente producen cambios mas severos
en la estructura de las proteinas. Los agentes caotropicos y desnaturalizantes pueden
desplegar parcial o totalmente la estructura tridimensional de las proteinas, con la
consiguiente pérdida de su actividad bioldgica®’. Por tanto ambas moléculas, el
antigeno a purificar (PSA) y el anticuerpo inmovilizado en la matriz, pueden ser
afectados durante la elucidon bajo estas condiciones. La baja estabilidad de los AcMs
fijados a la matriz en los procesos que emplean estas soluciones, ha sido descrita por
varios autores®®®®. En todos los casos se registra una disminucién del tiempo de vida
media del inmunoadsorbente cuando se compara con otros procedimientos de elucion,

con el consiguiente aumento del costo econdémico.
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El uso de una estrategia de elucion “suave” durante la purificacion, permite realizar un
mayor numero de procesos con una menor pérdida de la capacidad de captura del
antigeno por el AcM inmovilizado. Estas condiciones también pueden contribuir a
obtener el antigeno con una estructura conformacional mucho menos afectada que con
el empleo de los restantes agentes de elucion. La conservaciéon de la estructura nativa
del PSA es imprescindible para el empleo de este antigeno en los inmunoensayos

diagnosticos®.

Finalmente, seleccionamos al AcM CB-PSA.2 para su inmovilizaciéon a una columna de
Sepharose 4B activada con bromuro de cianégeno y como fuente del PSA se escogid

el semen, por el alto contenido de dicho antigeno en este fluido.

Se selecciond el AcM CB-PSA.2 por su reconocimiento preferencial hacia el PSA libre
(a diferencia del CB-PSA.6), lo que permite que este anticuerpo acoplado a la matriz
pueda ser también utilizado en la purificacion del antigeno libre a partir de otras fuentes
como el suero, donde la mayor parte del PSA se encuentra formando un complejo con

la ACT.

Se realizaron tres purificaciones del PSA a partir del plasma seminal. En las
purificaciones realizadas se detectoé el PSA en diferente proporcion y grado de pureza
en las fracciones correspondientes a NaCl 2,5 mol/L, MgCl, 1 mol/L y MgCl, 2 mol/L
(Tabla 9). La fraccién del PSA mas pura (> 90% de pureza) se obtuvo con la disolucion
MgCl, 2 mol/L y un recobrado del 23,3%. Los lavados con NaCl 2,5 mol/L y MgCl,

1 mol/L (carriles 6 y 7, Figura 7) posibilitaron eliminar contaminantes adsorbidos
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inespecificamente a la columna, fundamentalmente el lavado con NaCl 2,5 mol/L donde

la pureza del PSA fue inferior al 15% (Tabla 9).

Tabla 9. Cuadro resumen de la purificacién del PSA a partir de plasma seminal

Fracciones
Inicial* No unida NaCl 2,5 mol/L MgCl, 1 mol/L  MgCl, 2 mol/L
PSA (mg totales) 5,14 1,69 0,49 1,23 1,20
Pureza (%) 2,36 1,10 14,75 42,50 91,03
Recobrado (%) — — 9,53 23,92 23,34

Leyenda: *, Se aplic6 una mezcla de plasma seminal diluida 1:5 en el tampoén de
acoplamiento (50 mL de volumen total); Recobrado, relacién porcentual entre los mg de
PSA de una fraccién dada y los mg de PSA en la muestra aplicada. Los valores son el
promedio de las tres purificaciones realizadas.

A pesar del bajo nivel relativo de recobrado, este indicador no es un inconveniente para
la purificacion del PSA a partir del liquido seminal, pues no se incurre en un costo alto
ni las cantidades necesarias justifican un mayor nivel de recobrado. Por los métodos

convencionales y mas laboriosos se han descrito recobrados de un 7 al 30%°*%°.

El principal inconveniente del empleo del liquido seminal es el riesgo biolégico potencial
durante su manipulacién. Sin embargo, el resto de los sistemas evaluados para la
obtencion del PSA recombinante (expresiéon en bacteria®, Baculovirus®” o células
superiores%) no evidencian recobrados superiores a los obtenidos con nuestra
metodologia. Por otra parte, la estructura del PSA recombinante se afecta en los
procesos de renaturalizacién requeridos al purificar el PSA expresado en bacteria e
igualmente se afecta por el clivaje de las formas proenzimaticas del PSA cuando se
expresa en Baculovirus o células superiores. Todos estos aspectos conspiran contra el

empleo del PSA recombinante como estandar para los sistemas diagnosticos.
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Figura 7. Electroforesis y Western Blot de las fracciones de la inmunopurificacion del PSA
Leyenda: A.- Electroforesis (SDS-PAGE al 12,5%); B.- Western Blot.

Carril 1 (patron de masas moleculares, Boehringer Mamhein), carril 2 (PSA comercial),

carril 3 (muestra de partida).

Fracciones de la inmunopurificacion del PSA: carriles 4 y 5 (fraccién no unida 1 y 2), carril 6 (NaCl
2,5 mol/L), carril 7 (MgCl, 1 mol/L), y carril 8 (MgCl, 2 mol/L).

Se detecté mediante el Western Blot una banda de ~34 kDa (carriles del 2-8) que
coincide con lo descrito previamente para esta proteina® (Figura 7). En la fraccion
MgCl2 2 mol/L (carril 8) se evidencié una banda de ~23 kDa reconocida por el AcM anti-
PSA empleado, lo que se correspondié con un producto de la degradacién del PSA en

el plasma seminal al detectarse en la muestra inicial (carril 3).

En los carriles del 3 al 6 del Western Blot se observd una banda de ~90 kDa que
coincide con lo descrito para la asociacién del PSA con el PCI en el plasma seminal®.

Se ha descrito que aproximadamente un 5% del total del PSA en este fluido se asocia
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con dicho inhibidor®®. Esta banda no se encuentra presente en la variante de elucion

con MgCl21y 2 mol/L.

La presencia de degradaciones de la propia molécula del PSA en purificaciones
realizadas a partir del semen, fue previamente evidenciada por Frenette y
colaboradores®. La degradacion antes sefialada no debe interferir en el empleo del
PSA como estandar, pues la misma se encuentra presente en el estandar comercial
evaluado (carril 2, Figura 7B). Sin embargo, para el desarrollo de pruebas con propésito
clinico o desarrollo de sistemas diagndsticos, es necesario calibrar el PSA purificado
con respecto al estandar primario de la Universidad de Stanford®'. Este estandar fue
aprobado por el NCCLS con vistas a la preparaciéon de los patrones secundarios

empleados en los sistemas diagndsticos actuales.

Pérez y colaboradores publicaron recientemente una metodologia que se basa en la
inmunopurificacion del PSA empleando el AcM CB-PSA.4°'. En dicho trabajo describen
el desarrollo de lavados empleando NaCl 1 mol/L y D-glucosa 10 mmol/L para eliminar
el material unido de manera inespecifica a la columna, empleando en la elucion una
disolucién de Tris 20 mmol/L pH 11,6 para romper las interacciones antigeno-

anticuerpo sin desnaturalizar al antigeno.

En los experimentos realizados, los autores reproducen con la columna de
inmunoafinidad los resultados en nuestras condiciones in vitro de eluciéon con la
disolucién de Tris, obteniendo un recobrado del 66%, validando que el método de

inmunopurificacién descrito en nuestro trabajo funciona en un intervalo de condiciones
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de trabajo, siendo simple y de utilidad para obtener el estdndar de PSA requerido en

los sistemas diagndsticos que cuantifiquen este antigeno.
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Conclusiones

. CONCLUSIONES

. Se generd un panel de hibridomas de ratén, compuesto por 11 clones secretores de
AcMs, que reconocen por diferentes sitios la molécula de PSA natural con alta

afinidad.

. Empleando la combinaciéon de los AcMs CB-PSA.4 y CB-PSA.9 se desarrollé6 un
ensayo cuantitativo que detecta de forma ultrasensible (150 pg/mL) y equimolar al

PSA-ACT y libre en el suero humano.

. Empleando la combinaciéon de los AcMs CB-PSA.4 y CB-PSA.2 se desarrollé un

ensayo cuantitativo que detecta de forma ultrasensible (500 pg/mL) el PSA libre en el

suero humano.

. Empleando el AcM CB.PSA-2, se establecié un método para la purificacién del PSA a

partir del plasma seminal con un alto nivel de pureza (> 90%).
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Recomendaciones

. RECOMENDACIONES

. Evaluar la especificidad del panel de AcMs anti-PSA con antigenos que poseen

homologia con el PSA, como la hK1 y la hK2.

Evaluar el PSA purificado para su empleo como estandar en el ELISA de

cuantificaciéon sérica del PSA total o libre.

Evaluar la instrumentacion de un programa de salud en Cuba que permita la
pesquisa, diagnostico y tratamiento del cancer de préstata, empleando para esto los
ensayos comerciales desarrollados por el CIE para la deteccion del PSA total y libre,

con los AcMs CB-PSA.4, CB-PSA.9 y CB-PSA.2.
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8. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

a2-MG: ax-Macroglobulina

o-Pl: a-antitripsina

aa: aminoacidos

AcMs: Anticuerpos monoclonales

ACT: a-1-antiquimiotripsina

ATCC: American Tissue and Cell Colection, siglas en inglés

BPH: Hiperplasia benigna de préstata, siglas en inglés

BSA: Albumina de suero bovino, siglas en inglés

CIE: Centro de Inmunoensayo

CIGB: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

CP: Cancer de préstata

CV: Coeficiente de variacion

DE: desviaciones estandar
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DMSO: Dimetilsulféxido

DO: Densidad oOptica

DRE: Examen digital rectal, siglas en inglés

ELISA: Inmunoensayo enziméatico en fase soélida, siglas en inglés

FDA: Agencia Reguladora de Drogas y Alimentos en EE.UU., siglas en inglés

FPLC: Cromatografia liquida para la purificacion rapida de proteinas, siglas en inglés

g: gravedades

HBCcAg: Antigeno del nucleo del virus de la hepatitis B, siglas en inglés
HBsAg: Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, siglas en inglés

hK1: Calicreina pancreatica humana, siglas en inglés

hK2: Calicreina prostatica humana, siglas en inglés

HPLC: Cromatografia liquida de alta presién, siglas en inglés

IC: Intervalo de confianza

IFCC: Federacion Internacional de Quimica Clinica, siglas en inglés
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IGFBP-3: Proteina de unidn al factor de crecimiento semejante a la insulina, siglas en

inglés

IgG: Inmunoglobulina G

IRMA: Ensayo inmunorradiométrico, siglas en inglés

IRP: Patrén Internacional de Referencia

ISOBM: International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, siglas en

inglés

kDa: kilodaltons

LD: Limite de deteccidn

LNCaP: Linea celular de cancer de prostata

NCCLS: Comité Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos, siglas en inglés

OIEA: Organizacion Internacional de la Energia Atdbmica

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p/v: peso por volumen
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PAGE-SDS: Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de

sodio, siglas en inglés

PAP: Fosfatasa acida de préstata, siglas en inglés

PBS: tampon fosfato salina, siglas en inglés

PCI: Proteina-C-inhibidora

PEG: Polietilenglicol

PEG: Polietilenglicol

PIN: Neoplasia intraepitelial prostatica, siglas en inglés

POD: Peroxidasa

PSA: Antigeno especifico de prostata, siglas en inglés

PSMA: Antigeno especifico de membrana, siglas en inglés

ST: Estreptavidina

TMPA: Proteina A de la membrana del Treponema Pallidum, siglas en inglés

TRUS: Ultrasonido transrectal, siglas en inglés

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
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Abstract

Background: Prostate-specific antigen (PSA) has been used for the diagnosis and follow up of prostate cancer (PCa).
Methods: Mouse monoclonal antibodies (MAbs) were generated against human prostate-specific antigen (PSA) for the
development of a sensitive total PSA (t-PSA) assay. Two MAbs, denoted CB-PSA.4 and CB-PSA.9, with affinities of 3.7 x 10°
and 4.7 x 10" 1/mol, respectively, were used to develop an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for quantifying
serum t-PSA concentration. Results: The detection limit (DL) of the assay was 0.1 pg/l (=20, mean of “zero”
standard +3S.D.), and the recovery of t-PSA was 96—103%. The within-run and between-day coefficients of variation (CV)
ranged from 2.1% to 3.2%, and from 2.8% to 6.3% for PSA concentrations of 10 and 1 pg/l, respectively. The equimolar
detection of t-PSA and free-PSA was demonstrated by two different methods, one consisted in the comparative evaluation of a
sera panel (n=9) with our enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and four commercial total PSA assays and the
concordance with CIS bio total PSA assay. The assay had a linear range of 0.12 to 25 pg/l. Conclusions: The analytical
performance characteristics of our PSA ELISA suggest that it will provide clinically useful PSA results, particularly when
diagnostic algorithms are used. © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: PSA; ELISA; Equimolar detection; Monoclonal antibodies

1. Introduction

In serum, two different forms of prostate-specific

Abbreviations: MAbs, monoclonal antibodies; ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay; PSA, prostate-specific antigen; PCa,
prostate cancer; PBS, phosphate buffer solution; OPD, o-phenyl-
enediamine; SDS-PAGE, sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide
gel; DL, detection limit; EMR, equimolar response; SKR, skewed
molar-response.
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antigen (PSA) are immunologically detectable: a free
form (MW =30 kDa) and a complex with «-1-anti-
chymotrypsin (ACT-PSA, MW =100 kDa) [1]. PSA
measurement requires equimolar determination of
both molecular forms [2]. Moreover, equimolar total
PSA (t-PSA) determination (free PSA + ACT-PSA),
the ratio between total PSA and free PSA, digital
rectal examination (DRE) and biopsy, are included in
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multiple prostate cancer (PCa) diagnostic algorithms
[3]. The prostate-specific antigen (PSA) blood test
provides an effective means for monitoring estab-
lished prostate cancer. However, its use in a screening
context is the subject of controversy [4].

Measuring t-PSA for diagnostic or follow-up pur-
poses requires assays that detect a broad range (0.1 to
20 pg/l) of concentrations [5,6,7]. For diagnostic
purposes, t-PSA values>4 pg/l are considered an
indicator of suspicion of PCa. For the follow up of
PCa patients after surgical or chemotherapy proce-
dures, the doubling time of t-PSA in a range of 0.1 to
1 pg/l has been used to monitor disease progression.
In 95% of PCa patients with metastasis, t-PSA
values >10 pg/l have been reported [8]. For these
reasons, t-PSA assays with a broad linear range are
necessary. Traditional immunoassays for t-PSA (e.g.,
CIS bio total PSA, Abbott IMx PSA, and Beckman
Coulter total PSA assay) cover a linear range >4 pg/l
of t-PSA in serum samples. These immunoassays are
based on enzyme-linked immunosorbent assays (ELI-
SAs) with TMB as substrate or IRMA [9]. The
“second line” of equimolar t-PSA assays, based on
the automated operation and/or the use chemilumi-
nescent substrates [10], cover a linear range <1 pg/l
(e.g., DPC-Immulite PSA assay, Bayer Immuno 1
PSA) [11,12].

Parameter estimates for t-PSA assay include sensi-
tivity in the range of 70% and positive predictive
values of 26% to 52% [13,14]. It must be noted that
the positive predictive value is markedly influenced
by the prevalence of the disease in the population that
is being studied. The potential value of the test
appears to be in its simplicity, objectivity, reproduci-
bility, lack of invasiveness, and lower cost relative to
ultrasound. It is, therefore, more commonly used as an
adjunct to or replacement for digital rectal examina-
tion (DRE). PSA has increased the detection rate of
early-stage cancers, many of which may be curable by
local modality therapies [6]. PSA cutoff will substan-
tially increase the number of cancers detected, partic-
ularly in blacks [15]. An initial PSA of <2.5 pg/l is
associated with a very low risk of cancer detection
within a 4-year follow up [16]. Data are now available
that indicate that PSA is not organ-specific [17].
However, the serum PSA detection limits (DLs) with
the currently employed assays permit its practical use
as a prostate-specific marker.

In this paper, we report the generation of a panel of
mouse monoclonal antibodies (MADbs) with high affin-
ity for natural PSA, and the development and valida-
tion of a single ELISA assay able to detect a very broad
range of equimolar concentrations of t-PSA.

2. Materials and methods

2.1. Prostate-specific antigen (PSA), reference anti
PSA MAbs and total PSA assay

Natural PSA was obtained from Immunocreations
(Edmonton, Canada) in lyophilized form (purity,
80%). PSA was diluted in distilled water, as recom-
mended by the supplier, to a concentration of 1 mg/
ml, aliquoted, and stored at — 80 °C to avoid degra-
dation. Reference MAbs 10, 30, and 66 were obtained
from the same source. An equimolar total PSA assay
was obtained from CIS bio (France).

2.2. Generation of a panel of anti-PSA MAbs

BALB/c mice (CENPALAB, Cuba) were immu-
nized subcutaneously every 15 days with semen, at
100 pg of total protein/dose, for a total of eight
immunizations, followed by two doses of 50 pg of
pure PSA. The first immunization used complete
Freund’s adjuvant (Sigma, St. Louis, MO), and the
rest were prepared in incomplete Freund’s adjuvant
(Sigma). Mouse spleen cells were fused with mye-
loma cells (P3/x 63.Ag8.653 cell line) using the
method of Kearney et al. [18]. The splenocyte/mye-
loma ratio was 10:1 and the fused cell mixture was
distributed in conventional 96 well-culture plates at a
final concentration of 1 x 10° cells per well. The
culture medium (RPMI-1460 with 10% fetal bovine
serum, Gibco, USA) was supplemented with the
selection marker Hypoxanthine— Aminopterin—Thy-
midine (Sigma).

Selection of positive clones was carried out using
an ELISA assay. Polystyrene EIA strips (Polysorp,
Nunc, Denmark) were coated with 1 pg/ml of the
purified PSA in phosphate buffered saline (PBS, 0.13
mol/l NaCl, 0.27 mol/l KCI, 0.0015 mol/l KH,PO,,
0.0065 mol/l Na,HPO,) pH 7.2, 100 pl/well, at 37 °C
for 3 h. Plates were then blocked with PBS-1%
skimmed milk (Oxoid, England), 200 pl/well. Hybrid-
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oma supernatant fluids were diluted 1:2 in PBS and
incubated in the wells for 1 h at 37 °C. After washing
with PBS-0.05% Tween 20 (PBS-T), the strips were
incubated with an anti-mouse IgG polyclonal sheep
antibodies horseradish peroxidase conjugate (anti-IgG
HRP) (Sigma) for 1 h at 37 °C. The reaction was
developed with citrate-phosphate buffer, pH=>5.5,
0.014% H,0,, and 0.25% OPD (ortho-phenylenedi-
amine, Sigma) for 10 min, and stopped with 2.5 mol/l
sulfuric acid (50 pl per well). The absorbance (ABS)
was measured at 492 nm using a spectrophotometer
(SensIDENT Scan, Merck, Germany). An unrelated
MADb was used as negative control.

2.3. Production and purification of MAbs

MADs isotype determination was made with con-
centrated culture supernatant and specific anti-mouse
IgG isotype reagents from Sigma, using radial double
diffusion [19]. Ascitic fluid was obtained by the intra-
peritoneal inoculation of hybridoma anti-PSA cells at
1 x 10° cells/mice (BALB/c). Purification of the im-
munoglobulins from the ascitic fluid was carried out
by the protein A method, using a pH gradient accord-
ing to the method of Ey et al. [20]. Briefly, sepharose
protein A was equilibrated in 3 mol/l NaCl, 1.5 mol/l
glycine buffer, pH 8.9. Ascitic fluid samples were put
into the column and the nonbound materials were
discarded. Mouse IgGs were eluted using 0.1 mol/l
citric acid in a pH gradient of pH 6 to 3.

2.4. Characterization of anti-PSA MAbs

To identify the PSA epitope profile recognized by
our MAbs, a competition ELISA was developed.
Polystyrene plates (Polysorp, Nunc) were coated with
1 pg/ml of different PSA MAbs in PBS for 3 h, and
blocked with PBS-1% bovine serum albumin (BSA,
BDH, England) for 1 h at 37 °C. Purified MAbs were
preincubated at 37 °C with different concentrations of
PSA conjugated with NHS-biotin (Sigma). One-hun-
dred microliters of the preincubated samples were
added to the plates followed by incubation for 1 h
at 37 °C. A Streptavidin-HRP conjugate (Amersham,
England) was then added to the wells at a 1:2500
dilution and the plates incubated for 30 min. The other
steps were similar to the ones described previously
above. Assays were performed in duplicate, and the

experiment was repeated at least twice. Percent inhib-
ition was calculated using the formula:

% inhibition = [100 — (ABS sample
JABS at 0 pg/ml of PSA)] x 100.

Competition was considered to have occurred when
the signal decreased >50% in comparison with the
sample without anti-PSA MADs.

2.5. Calculation of affinity constants for selected
MAbs

Association and dissociation rate constants for the
MADs to PSA were determined by surface plasmon
resonance [21] on a Biacore instrument (Pharmacia,
Sweden). Briefly, the sensor chip was activated for
immobilization according to methods outlined by Phar-
macia. Polyclonal rabbit anti-mouse immunoglobulin
antibodies (Sigma) were coupled to the surface. Mouse
anti-PSA MAbs at 100 pg/ml in PBS-0.1%Tween 20/
3.4 mmol/l EDTA were injected onto the sensor chip.
Binding to the antigen was studied by injection of pure
PSA at 20 pg/l in the same diluent. Association and
dissociation rate constants were calculated using Bia-
core kinetics evaluation software (Pharmacia).

2.6. PSA epitope recognition by Western Blot

A Western Blot technique was developed to char-
acterize the epitope recognition pattern for every MAD.
PSA was ran in 12% denaturing (2 mercaptoethanol) or
nondenaturing sodium-dodecyl-sulfate-polyacryla-
mide gels (SDS-PAGE) and transferred to a nitrocellu-
lose membrane using the semi-dry procedure [22]. The
membranes were blocked with PBS-1% BSA (BDH)
and incubated for 1 h with 750 pl of each MAD. After
washing with PBS-T, the membranes were incubated
for 1 h at 37 °C with a commercial sheep anti mouse-
IgG-HRP conjugate (Sigma) according to the manu-
facturer’s instructions. The reaction was developed
with PBS, 0.25% 3,3 diaminobenzidine (Sigma) for
15 min, and stopped by washing with water.

2.7. Detection of PSA by anti-PSA MAbs

Polystyrene EIA strips (Polysorp, Nunc) were
coated with 1 pg/ml of anti-PSA MAbs in PBS and
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incubated at 37 °C for 3 h. The plates were blocked
with 200 pl/well of PBS-1% BSA. Biotin-PSA at
different concentrations (between 1 and 100 pg/l) in
PBS-0.1% BSA was incubated in the wells for 1 h at
37 °C. After washing with PBS-T, the strips were
incubated for 30 min at 37 °C with a Streptavidin-
HRP conjugate (Amershan, England) at a 1:2500
dilution. The reaction was developed with citrate-
phosphate buffer, pH=5.5, 0.014% H,0,, 0.25%
OPD for 10 min, and stopped with 50 pl/well of 2.5
mol/l sulfuric acid. The absorbance was measured at
492 nm. An unrelated MAD that recognizes gliadins
was used as negative control. The positive control was
anti-PSA MAD 66 (Immunocreations).

2.8. Standardization of a sandwich ELISA to detect
total PSA

Different ELISA variations were developed to
detect PSA using our MAbs. Polystyrene EIA strips
(Polysorp, Nunc) were coated at 37 °C for 3 h with
CB-PSA.4 MAD (1 pg/ml) in PBS buffer pH 7.2, 100
pl/well. After that, the strips were blocked at 37 °C for
1 h, with PBS-1% BSA. A secondary standard curve
of natural PSA (0.1-100 pg/l) was prepared using a
standard containing 90% PSA-ACT and 10% free
PSA (90:10 standard) obtained from Stanford Univer-
sity [23] and strips incubated for 30 min at 37 °C.
After washing with PBS-T, the strips were incubated
with MAbs-biotin conjugates [24] at different con-
centrations (0.25 to 5 pg/ml) and incubation times (15
min to 1 h). The rest of the steps were similar to the
ELISA described in the previous section. Each assay
was performed in duplicate, and each experiment was
repeated at least twice.

The ELISA variation with the best detection limit
determined by 3S.D. from the zero was selected for
further evaluation. In addition, serum samples from 45
healthy females were obtained from the Institute of
Oncology and Radiobiology of Havana and assayed
using our standardized assay. Within-run and bet-
ween-day coefficients of variation (CV) were deter-
mined at PSA concentrations of 10 to 1 g/l [25]. The
sample material consisted of two sera from a cancer
patient and healthy individual (t-PSA concentrations
of 10 and 1 pg/l, respectively, as determined by using
the CIS bio total PSA assay). The inter-assay (within-
run) precision was calculated with 20 replicates of

each serum, distributed equidistantly on the same
plate. The inter-assay (between-run) precision was
calculated from estimating t-PSA in the above sam-
ples 20 times.

Recovery evaluation was carried out using three
serum samples with PSA values of 0.5 pg/l. Natural
PSA was added to each sample in different concen-
trations (0, 1, 10 and 50 pg/l) to determine the reco-
very of the assay[25].

2.9. Equimolar and concordance evaluation of the
ELISA

Patients’ serum (n=9) were obtained from Stan-
ford University that had been previously assayed for
PSA concentration using at least four different com-
mercial equimolar PSA assays (Enzymun Roche
Diagnostics, PSA total CIS bio, Immunotech, Tosoh
Inmunolite) [26]. The interval for every serum sample
was obtained according to the maximum and mini-
mum values reported in the evaluation of the samples
with the commercial assays.

We evaluated the equimolar detection of PSA by
our ELISA. Polystyrene EIA strips (Polysorp, Nunc)
were coated with 1 pg/ml of CB-PSA.4 MAb in PBS,
100 pl/well, and incubated at 37 °C for 3 h, and
blocked with PBS-1% BSA. Secondary Stanford PSA
standards (PSA-ACT 90:10 free PSA) at different
concentrations (between 0.1 and 100 pg/l) were used
as standard curve, by incubating for 30 min at 37 °C.
Patients’ serum samples (100 pl) with a predetermined
value of PSA were incubated for the same time and at
the same temperature as the standards. After washing
with PBS-T, the strips were incubated with CB-
PSA.9-biotin at 0.5 pg/ml for 30 min. The other steps
were similar to the ELISA described in the previous
section. The assay was performed in duplicate, and the
experiment was repeated at least twice.

The effect of a changing ratio of free:complexed
PSA on the quantity of t-PSA measured was evaluated
in samples containing 7.5 pg/l of t-PSA. The evalua-
tion was developed with the mixtures of PSA-ACT
and free PSA in five molar ratios of free:complexed
PSA: 0:100, 25:75, 50:50, 72:25, and 100:0. In all, 20
solutions were prepared, representing all four possible
combinations: total PSA: 20, 10, 5 and 2.5 pg/l. Each
solution was divided into aliquots, which were stored
at —70 °C. The other steps were similar to the
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ELISA. The standardized ELISA, three equimolar
PSA assays (Roche Diagnostics, CIS bio, and Tosoh)
and a skewed assay (Abbott), were evaluated in
parallel using the same standard t-PSA curves.

2.10. Concordance of the new ELISA assay with the
commercial CIS bio total PSA assay

Concordance was evaluated in parallel with an
equimolar commercial PSA assay. The CIS bio total
PSA assay (France) was performed according to the
manufacturer’s instructions. A panel of 65 human sera
was collected under written consent at the Institute of
Oncology and Radiobiology of Havana. These in-
clude samples from patients evaluated for screening,
benign prostatic hyperplasia, and follow up of prostate
cancer patients. Serum samples were aliquoted and
frozen at — 80 °C until use.

The ELISA assay was performed in a similar way
as described in the previous section. The secondary
PSA standard curve from 0 to 100 pg/l was used. The
assay was performed in duplicate, and the experiment
was developed at least two times. The slope, y-
intercept of the line-of-best-fit, and regression statis-
tics for the comparison by our ELISA vs. those
obtained on the same serum samples using the CIS
bio assay were obtained using Excel 97 software
(Microsoft, Seattle, WA).

3. Results and discussion

3.1. Generation and characterization of the anti-PSA
MAbs panel

Eleven mouse hybridoma clones were obtained
that secreted IgG1 antibodies recognizing PSA fixed
on a plastic well EIA surface. MAbs were classified to
five different groups according to their competition
ELISA profile (Table 1). Some MAbs apparently
recognized epitopes similar or close to those identified
by the anti-PSA MADbs from commercial sources.

Western Blot experiments indicated that MAbs
from Group 4 (CB-PSA.6, CB-PSA.7, and CB-
PSA.9), and CB-PSA.4, recognized linear epitopes
or in close proximity on the PSA aa backbone because
they reacted with similar or higher signal vs. the PSA
antigen submitted either to denaturing or nondenatur-

Table 1
Anti-PSA MAbs grouped according to the recognized epitope
characterization

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5
MAD 66° MADb 30° MAb 10* CB-PSA.6 (S) CB-PSA.3
CIS bio 1* CB-PSA.2 CIS bio 2* CB-PSA.7 (S) CB-PSA.10
CB-PSA.1 CB-PSA.8 CB-PSA.9 (S) CB-PSA.11
CB-PSA4 (S)

CB-PSA.S

Anti-PSA MAbs placed in every group recognized the PSA molecule
by the same or closed epitope (see Materials and Methods). Sequen-
tial or conformational structure was defined by western blotted
assay; (S)= Sequential epitope.

# Reference MAbs against total PSA.

° MAD that only recognizes free PSA.

ing conditions (results not shown in detail). The other
members of the panel detected conformational epito-
pes on the PSA molecule, not reacting with the
antigen submitted to denaturing conditions.

Interestingly, CB-PSA.4 recognized a sequential
epitope while the rest of the MAbs from the same
group reacted with a conformational epitope (Table 1).
Antigenic regions could be formed by close or over-
lapping epitopes with sequential and/or conforma-
tional patterns [27]. Corey [28] described the
competition profile of 10 MAbs against PSA, indicat-
ing the presence of at least five antigenic zones on the
PSA molecule. One of them included antibodies to
sequential and conformational epitopes, a pattern
similar to what we found for group 1 (Table 1).

The capability to capture PSA in solution was
assayed by the coat of each anti-PSA MAD and the
incubation with PSA-biotin at different concentrations
(between 1 and 100 pg/l). CB-PSA.4, like the refer-
ence MAb 66, captured the limit value of PSA as-
sessed (1 pg/l). None of the rest of the anti-PSA MAbs
captured PSA at values lower than 3 pg/l (data not
shown in detail).

3.2. Standardization of a sandwich ELISA assays to
detect total PSA

Based on the results of the competition experi-
ments, we evaluated several pairs of anti-PSA MAbs
that recognized the antigen by different zones. The
best sandwich pair for t-PSA detection was CB-PSA .4
as the coating antibody, and biotin conjugated CB-
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Table 2
Intra-assay (within-run) and inter-assay (between-day) coefficients
of variation (CV) for our assay (imprecision data)

Sample PSA concentration (jug/1)
Mean S.D. CV (%)
Intra-assay (n= 20 replicates)
I 091 0.0291 3.2
I 9.9 0.2058 2.1
Inter-assay (n= 20 runs)
I 0.93 0.0585 6.3
I 10.8 0.3024 2.8

I and II are the serum samples assayed with PSA concentration of 1
and 10 pg/l, respectively. S.D., Standard deviation; CV (%), coef-
ficients of variation=S.D./Mean x 100.

PSA.9 as the tracer. In this sandwich anti-PSA assay,
the detection limit (DL) was 0.12 pg/l, which corre-
sponded to 3S.D. of the ODygy ,m value for the
standard at a PSA concentration of 0 pg/l. For our
experimental conditions, the within-run and between-
day CVs ranged from 2.1% to 3.2%, and 2.8% to
6.3%, respectively, for the serum t-PSA concentra-
tions assayed (10 and 1 pg/l of natural PSA, Table 2).
The recovery ranged from 96.1% to 102.9%.
According to its clinical usefulness, the relevant
range of PSA concentrations is between 0.1 and 20
pg/l. Some commercial t-PSA determinations have a
linear range between 1 and 100 pg/l (e.g., the Tandem,
Beckman Coulter, Abbott IMx). Most commercial kits
have detection limits around 0.1 pg/l. More recently,
increased emphasis has been given to designing
assays with a 10 to 100-fold better analytical sensi-
tivity. Such “ultrasensitive” assays are more useful as
monitoring tools (for example, Immulite® immuno-
chemiluminescent third-generation assay). Our assay
exhibits a linear range from 0.12 to 25 pg/l, that
covers PSA measurements in the interval with clinical
utility: (a) values >4 g/l for detection of PCa patients
[29], (b) PSA values > 10 pg/l for high probability of
metastasic PCa [30], and (c) values from 0.1 to 1 pg/l
for the follow up of treated patients [31]. In addition,
serum samples (n=45) from healthy women were
analyzed using our assay. All PSA values on these
samples were below the detection limit (0.12 pg/l) of
our assay, evidence that the assay is free from inter-
ference by various other factors (e.g., lipemia, icterus,

hemolysis, human kallikrein II, etc.) and recognized
specifically PSA [32].

3.3. Equimolar detection of free and ACT-PSA
complex

Equimolar standardization is a useful method for
any assay that detects free and bound forms of a
ligand [33]. Different immunoassays for PSA detect
these two forms in different molar ratios. Graves et al.
[34] classified two types of PSA assays: (a) “equi-
molar-response” (EMR) assays recognize equally
both free PSA and PSA-ACT, and (b) “‘skewed
molar-response” (SKR) assays, which quantify the
two forms differently. One approach to classify PSA
assays consists of comparing the values of PSA
obtained with the standardized system, and a reference
immunoassay that detects both forms of PSA in equal
molar ratios (i.e., EMR assay). A set of serum samples
containing known values of free PSA and ACT-PSA
can be useful as secondary serum-based reference
material for the calibration of PSA immunoassays.
The National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) had published proposed guide-
lines for the purification and characterization of PSA
and PSA-ACT (a-1-antichymotrypsin) complexes for
primary standards. Furthermore, the Second Stanford
PSA Conference proposed a mixture of 90% PSA-
ACT and 10% PSA (90:10 standard) with a biochemi-
cally defined concentration to calibrate total PSA
assays. A significant improvement in agreement bet-

Table 3
Total PSA concentration using a sera panel for the evaluation of
equimolarity

Serum sample PSA concentration (pg/l)

Lowest Highest Assay to validate

1 7.2 13.1 8.9
2 1.2 32 2

3 28 40.6 30.2
4 20.3 314 25.1
5 15.3 23.5 17.3
6 29 6.3 33
7 40.2 58.1 43.8
8 5.2 8.1 6

9 4.1 6.7 5.1

“Lowest” and “Highest” are the extreme values obtained from the
evaluation of the sera panel with four commercial -PSA kits using
the Stanford 90:10 PSA standard for the calibration.
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Fig. 1. PSA concentration (ug/l) obtained for the evaluation of the
sera panel with the ELISA and four commercial total PSA assays.

ween assays was observed with the 90:10 standard as
compared to results with kit calibrators. The NCCLS
has reviewed and adopted the 90:10 proposal [35].
According to the WHO criteria, Rafferty et al. [36]
recommended the Stanford standard PSA panel (90:10
standard) to measure total and free PSA. PSA values
need to be assigned to PSA-containing calibrators.
These secondary serum-based reference materials can
be used by manufacturers and regulatory agencies to
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Fig. 3. Concordance of the CIS bio total PSA assay and the new
developed ELISA.

develop and monitor the performance of their PSA
assays.

For the evaluation of our assay as an EMR or SKR
assay, we analyzed nine serum samples from the refer-
ence panel of Stanford University using the NCCLS
and WHO recommended PSA standard 90:10. Total
PSA intervals for every serum sample were calculated
taking the maximum and minimum values of PSA
reported in the evaluation with four commercial equi-
molar PSA assays (Table 3 and Figs. 1 and 2). Our
ELISA detected a PSA value in the expected interval
for every serum, in comparison with the equimolar

Abbot Imx
-=—CIS bio

Immun
-=Tosoh

ELISA

——[PSA] exp for
EMR Assay

75:25% 100:0%

Fig. 2. Effect of a changing ratio of F:C PSA on the quantity of /~PSA measured by five PSA assays in samples containing #-[PSA]=7.5 pg/l.
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assays. We thus concluded that our assay detects free
and ACT-PSA in an equimolar manner.

3.4. Concordance with CIS bio total PSA assay and
the ELISA

Using our assay, we evaluated samples from Cuban
patients (n =65) in parallel with the CIS bio total PSA
assay (Fig. 3). Samples were classified according to
the values commonly employed in clinical prostate
evaluation. The slope, y-intercept and correlation
coefficient were 0.999, 0.148 and 0.929, respectively.
The outcomes of these assays were highly correlated
by the Pearson correlation (r=0.9741, p<0.01) in the
range from 0.12 to 10 pg/l of total PSA. This result
corroborated the equimolar detection of PSA for the
pair of MAbs selected.

4. Conclusions

We developed and validated a new assay that could
be employed in screening for the detection and follow
up of patients with PCa. The assay demonstrated high
analytical sensitivity in a broad range of linearity
using our high affinity capture and signal MAbs
(3.7 x 10° and 4.7 x 10'* 1/mol for CB-PSA.4 and
CB-PSA.9, respectively. The assay presented an equi-
molar response to detect free and complexed PSA
molecule in the sera of patients with a high correlation
with CIS bio total PSA assay.
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Fast and Novel Purification Method to Obtain the
Prostate Specific Antigen (PSA) From Human
Seminal Plasma
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BACKGROUND. Prostate specific antigen (PSA) is a relevant antigen in diagnosis; follow-up,
and therapeutic approaches for fighting the prostate cancer. Several methods have been
published previously to obtain a high purity preparation of PSA. In general, these methods are
expensive, time-consuming, laborious, and in some cases produce low yields.

METHODS. Based on a panel of 7 anti-PSA Mab’s we carried on binding and elution
experiments of PSA antigen in 96-well plates. The selected Mab were immobilized in a
Sepharose CL-4B activated matrix with the purpose of purify PSA from human seminal fluid. In
order to optimize the purification procedure, we test several washing and elution conditions
(chaotropic agents, high ionic strength solution, and extreme pH).

RESULTS. We selected a high ionic strength solution (2 M MgCl,) as elution condition, and a
previous washing step with a mix of two ionic solutions (2.5 M NaCl pH 8/1 M MgCl, pH 5.5) in
order to purify PSA. Using such conditions we obtained a PSA preparation with 90% of purity
and 50% of recovery.

CONCLUSION. In this article, we report a simple, quickly, and non-expensive procedure
to obtain free-PSA from human seminal plasma at high purity levels. Prostate 66: 1029-1036,

2006. © 2006 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

The human glandular kallikrein genes family con-
tains three members encoding the pancreatic renal
kallikrein (hK1), kallikrein hK2, and prostate specific
antigen (PSA, hK3), respectively [1]. PSA is a 34 KDa
glycoprotein produced almost exclusively by the
prostatic tissue [2]. The protein displays a chymotryp-
sin-like enzymatic activity and participates in the
cleavages of high molecular mass complexes present
in the seminal fluid, contributing to the liquefaction of
seminal clot [3]. In normal subjects, some PSA leak to
the serum, but the level increase in prostatic diseases
such as benign prostatic hypertrophy and prostate
cancer [4], as well as in other types of cancers [5,6].
Most of the serum PSA is associated with several
circulating serpins, such as a-l-antichymotrypsin

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

PSA; PSA purification; monoclonal antibodies

(ACT), a2-macroglobulin, and in a lesser extend with
al-antitrypsin and protein-C-inhibitor (PCI) [7].

The measurement of serum PSA has become an
important diagnostic tool of prostatic diseases since
last decade [3,8]. Inmunoassays for PSA are used to
detect early-stage prostate cancer, monitor disease
progress, and evaluate therapeutic response [2]. PSA
at high purity is required to develop immunoassays
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calibrators, as well as for use in clinical trials as antigen
in the cancer vaccines [9].

Several authors reported the isolation and purifica-
tion of PSA from different sources. The PSA have been
obtained from prostatic tissue [10], prostatic carcinoma
cell lines (LnCAPs) [11], serum, and seminal fluid [12]
by a myriad of methods. In 1990, Sesanbaugh and Blake
[13] reported a method to purify PSA from seminal
plasma, the richest source (PSA ranges between 0.5 and
3 mg/ml) [14]. This method included one gel filtration
plus two sequential ionic interchange chromatographic
steps, and was adopted by Stanford University to
prepare PSA standards intended to calibrate commer-
cials PSA assays [15]. In general, the above listed
procedures to purify PSA are expensive, time-
consuming, and in some cases can produce low yields.

In this article, we report a simple, quickly, and non-
expensive procedure to obtain free PSA from seminal
plasma at high purity levels. The method consists on a
single immunoaffinity chromatographic step using a
previously described murine monoclonal antibody
against PSA [16].

MATERIALS AND METHODS
Sources of PSA

Natural PSA was purchased from Immunocreations,
Inc. (Edmonton, Canada) in lyophilized form (purity
80%). PSA was diluted in distilled water, as recom-
mended by the supplier, to a concentration of 1 mg/ml,
aliquoted, and stored at —70°C to avoid degradation.

Samples for purification of natural PSA were carried
out from seminal fluids. Seminal fluids from 10 healthy
male were mixed and collected in the Endocrinology
Institute of Havana. Samples were centrifuged at 250g
by 10 min and the supernatant material was conserved
at —70 °C until the purification was carried out.

Anti-PSA Monoclonal Antibodies

Monoclonal antibodies (mAb) were obtained from
hybridomas by a traditional technique and published
previously[16]. Briefly, 11 mouse hybridoma clones
(CB-PSA.1 to CB.PSA-11) were obtained that secreted
IgG1 antibodies recognizing PSA fixed on a plastic well
EIA surface. MAbs were classified into five different
groups according to their competition ELISA profile.
Only one of them (CB-PSA.2) recognized free PSA.

Binding and Elution of the Antigen Using
96 -Well Plates

Polystyrene EIA strips (Polysorp, Nunc, Denmark)
were coated with 10 pug/ml of each anti-PSA mAbD in
phosphate buffered saline (PBS, 0.13 M NaCl, 0.27 M
KCl1,0.0015 M KH,POy,, 0.0065 M Na,HPO,) pH 7.2, 100
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pl/well, at 37°C for 3 hr. MAD solution was removed
and the blocking step was performed using 200 pL per
well of PBS-1% bovine serum albumin (BSA, BDH,
England). After three washing with PBS 0.05% Tween
20 (PBS-T), each anti-PSA mAb was incubated with 0.04
pg/mL of PSA conjugated with NHS-biotin (Sigma, St.
Louis, Missouri). After the incubation for 1 hr at 37°C,
the strips were washed three times using PBS-T.

Elution of PSA from the strips was carried out by
adding 100 pL per well of different elution agents: (a) 3M
KSCN, (b) 8 M urea in PBS, (c) 4.5 M MgCl,, (d) 0.02 M
Tris(hydroxymethyl) aminomethane (Tris) adjusted pH
11.6,(e) 0.2 M glycine adjusted pH 3, and (f) PBSpH 7.2 as
negative control. Plates were incubated by 1 hr at 37°C. A
Streptavidin-HRP conjugated (Amersham, England)
was then added to the wells at a 1:2,500 dilution and
the plates incubated for 30 min. The reaction was
developed with citrate-phosphate buffer, pH=5.5,
0.014% H,0,, and 0.05% OPD (ortho-phenylenediamine,
Sigma, St. Louis, Missouri) for 10 min, and stopped with
of 2.5 M sulphuric acid (50 pl per well). The absorbance
(ABS) was measured at 492 nm using a spectrophot-
ometer (SensIDENT Scan, Merck, Germany).

Assays were performed in duplicate, and the
experiment was repeated twice. Percent elution was
calculated using the following formula: % elution
[El=(1 —A/B)] x 100, where A is the absorbance of
each elution condition, and B is the absorbance of the
negative control (eluted with PBS).

Binding and Elution of the Antigen Using
Immunoaffinity Column, Optimization of the
Washing and Elution Steps

Sepharose CL-4B activated by CNBr method was
acquired (Pharnmacia-LKB, Upsala, Sweden). CB-
PSA.2 and CB.PSA-6 mAb were coupled as recom-
mended by the manufacturer. Briefly, 10 mg of each
anti PSA mAbs in 0.1 M NaHCO3/0.5 M NaCl pH 8.3
were coupled with 2 g of dried gel previously re-
constituted in 1 mM HCI. After that, free remnant active
sites on the gel were blocked using 0.1 M Tris-HCI pH 8.
The ligand coupling density was determined by
measuring the total protein before and after the
coupling reaction, and it was about 5 mg/mL of gel
for both columns.

The gels were packed on a K 16/20 column (5
cm x 1.6 cm I.D.) and equilibrated with PBS. The
column was loaded with seminal plasma in the same
starting buffer at a PSA concentration calculated by
ELISA method [16]. Subsequently, different variants of
washing procedures were tried: (A) 1 M NaCl/
0.1%Tween-20; (B) 2.5 M NaCl/1 M MgCl,; (C) 1 M
NaCl; (D) 1 M NaCl/1 M KSCN. After washing the
columns were eluted using 4.5 M MgClL,.
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The purity of the eluted material from each variant
was estimated through densitometry from conventional
SDS—-PAGE (LKB Bromma 2202 Ultrascan Laser Densit-
ometer). Yield was calculated as the relation (%) of PSA
(mg) respect to total PSA applied. PSA concentration was
measured by the home ELISA method described below.

Further experiments were carried out with
the immune-ligand CB-PSA.2 in order to improve the
washing protocol. Column was loaded up at the
same conditions described previously. After that,
variants of washing buffers (NaCl, or MgCl,) at
different molar concentrations (1-4.5 M) were applied
at the column. Elution step was developed using a
molar gradient of MgCl,. Purity and PSA concentration
were analyzed as previously mentioned.

Purification of Seminal PSA Using CB-PSA.2
as Immunoligand

Seminal samples previously centrifuged and stored
at —70°C were unfreeze at room temperature by 30 min.
After that, seminal fluid was diluted (1:5) in coupling
buffer (10 mM NaHPO, pH 7.2) and filtered trough
0.2-uM-membrane filter (Sartorius, Germany). It was
introduced into the column at a constant flux of 0.32
ml/min. The wash step was developed with a mix of
two ionic solutions (2.5 M NaCl pH 8/1 M MgCl, pH
5.5) at 0.5 mL/min. Elution was carried out with 2 M
MgCl,. Each peak was monitored at 280 nm and
collected for all running.

PSA concentration was calculated using ELISA
method described below. Purity of the fractions was
estimated as described previously. Western Blott was
developed to identify degradations of PSA.

Presence of Mabs contaminants was calculated in the
fractions by an ELISA method, previously described
[17]. Briefly, polystyrene plates were incubated with
IgG polyclonal in sheep anti-IgG of mice at 10 ng/mL
by 16 hr at 4°C. Fractions were added after blocking free
sites of the plate with PBS-BSA 2%. Preparation of pure
IgG from mice was used as standard (0.1-10 ng/ml).
After washing with PBS-T, strips were incubated with
commercial sheep anti-mouse-IgG-HRPO conjugated
(Sigma), according to the manufacturer’s instructions.
The reaction was developed as described previously.

Determination of Binding Affinities by Biacore

Association and dissociation rate constants for the
MAbs to PSA were determined by surface plasmon
resonance [18] on a Biacore instrument (Pharmacia,
Sweden). Briefly, the sensor chip was activated for
immobilization according to methods outlined by
Pharmacia. Polyclonal rabbit anti-mouse immunoglo-
bulin antibodies (Sigma) were coupled to the surface.
Mouse anti-PSA MAbs at 100 pg/mL in PBS0.1% Tween
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20/3.4 mM EDTA were injected onto the sensor chip.
Binding to the antigen was studied by injection of pure
PSA at 20 pg/L in the same diluent. Association and
dissociation rate constants were calculated using Biacore
kinetics evaluation software (Pharmacia, Sweden).

Determination of PSA Concentrations

Briefly, polystyrene plates were coated with 1 pg/ml
of CB.PSA-4 Mab in PBS, 100 ul/well, at 37°C for 3 hr,
and blocked with PBS-1% BSA. Secondary PSA
standards at different concentrations (between 100
and 0.1 pg/L) were used as standard curve, by
incubating for 30 min at 37°C. Samples (100 ul) were
incubated for the same time and in the same tempera-
ture as the standards. After washing with PBS-T, the
strips were incubated with CB-PSA.9-biotin at 0.5 pg/
ml during 30 min. After washing with PBS-T, the strips
were incubated for 1 hr at 37°C with a Streptavidin-
HRPO conjugate (Amershan, England) at a 1:2,500
dilution for 30 min. The reaction was developed as was
described previously.

Electrophoresis and Western Blot

Samples were ran in 12% denaturing (2-mercap-
toethanol) sodium-dodecyl-sulfate—polyacrylamide
gels (SDS-PAGE) and transferred onto a nitrocellulose
membrane using the semi-dry procedure [19]. The
membranes were blocked with PBS-1% BSA (BDH,
England), and incubated for one hour with 750 pl of
CB-PSA 4-biotin. After washing with PBS-T, the mem-
branes were incubated for 1 hr at 37°C with a
commercial Streptavidin-HRPO conjugate (Amershan,
England) according to the manufacturer’s instructions.
The reaction was developed with PBS, 0.25% 3,3
Diaminobenzidine (Sigma) for 15 min, and stopped
by washing with water.

RESULTS AND DISCUSSION

Eleven mouse hybridoma clones (CB-PSA.1 to CB-
PSA.11) that produced IgGl antibodies recognizing
PSA fixed on a plastic well EIA surface had been
obtained and reported by us elsewhere [16]. According
to the competition profile, these MAbs were classified
in five groups due to their recognition of different
epitopes within the PSA molecule. The selection of
Mabs for antigen immunopurification was done based
on their performance with different PSA elution agents,
and washing procedures.

Elution of Bound Antigen With Different Agents

The selection of the appropriate anti-PSA MAb and
the elution agents was carried out using 96-well plates.
Polystyrene plates were coated with the purified
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TABLE 1. PSA Elution With Different Agents

Elution (%)

Mabs PBS pH 7.2% 3 M KSCN 4.5 M Mg(Cl, Tris pH 11.6 8 M Urea 0.2 M Glyc. pH 3
CB-PSA.1 1.2 89.7 8.3 91.6 91.6 25
CB-PSA.2 0.8 87.7 76.3 79.6 90.5 60.1
CB-PSA .4 14 80.3 45.6 72.9 91.9 15.8
CB-PSA.5 0.5 88.8 —6 80 80 20
CB-PSA.6 0.4 84.4 74 88.8 88.4 574
CB-PSA.8 0.6 87.9 11.7 83.3 83.3 16.6
CB-PSA.9 0.5 72.8 0 80 80 20

?All values in column are optical density at 492 nm. The rest of the Table shows percentages calculated by dividing optical density values

of eluates, by the PBS values.

antibodies, incubated with biotinylated antigen, and
treated with either 4.5 M MgCl,, 8 M urea, 3 M KSCN,
0.1 M TRIS pH 11.6 or 0.2 M Glycine pH 3 (Table I). PSA
recovery was measured with streptavidin-peroxidase.

The elution with the ionic agent MgCl, was appro-
priate only for CB-PSA.2 (76.3%) and CB-PSA.6 (74%),
but chaotropic agents as urea or thyocianate, and basic
pH, showed the highest elution efficiencies with a
majority of antibodies, with recoveries between 72.8
and 91.6% of bound antigen (Table I). In contrast,
extreme acid pH had a low elution effect.

The affinity constant had a little or no correlation
with the elution pattern of the MAbs as immune-
ligands [20]. CB-PSA.2, CB-PSA.4, CB-PSA.6, and
CB-PSA.9 exhibited nanomolar affinity constants
(1.3 x10%, 3.7x10%, 6 x 10°, 4.7 x 10", respectively),
while the rest had affinity constant values in the
micromolar range.

Final selection of the ionic strength solution (MgCl,)
as the elution agent was based in the percent of elution of

PSA obtained with CB-PSA.2 (76%) and CB-PSA.6
(74%), and the fact that chaotropic agents have been
reported to affect the tridimensional structure of the
proteins, and their biological activity [21], as well as
confers a low stability to Mabs used as immunopurifica-
tion ligands [22]. MgCl, has also two additional proper-
ties that could support the high percent of elution found:
(a) a slight chaotropic effect from the CL™ anion; and (b)
an antigen-antibody dissociation effect mediated by the
acid pH of the salt hydrolysis [21].

Finally, immune-ligands CB-PSA.2 and CB-PSA.6
were selected for subsequent experiments.

Optimization of Washing and Elution Steps
With CB-PSA.2 and CB-PSA.6

Gel columns with CB-PSA.2 and CB-PSA.6 were
constructed and tested, under different washing
procedures. Results are summarized in Table II. Anti-
gen purity levels higher than 90% were obtained with

TABLE Il. PSAYields and Purity With Immunoaffinity Columns Prepared With CB-PSA.2 and CB-PSA.6, Using Different

Washing Protocols

Amount of PSA (mg)

Washing protocol® Applied Non-bound Washing Elution PSA yield (%)  Purity (%)
1. CB-PSA.2

A 2.5 0.5 1.1 0.4 16 80-90
B 2.5 0.5 0.6 1.3 52 >90
C 25 0.5 0.6 1.3 52 70-80
D 25 0.2 1.8 0.3 12 70-80
2. CB-PSA.6

A 25 0.4 1.3 0.6 24 70-80
B 2.5 0.4 0.7 1 40 >90
C 2.5 0.5 0.9 1 40 70-80
D 25 0.4 1.6 0.1 4 70-80

“Variant A, 1 M NaCl/0.1%Tween-20; Variant B, 2.5 M NaCl/1 M MgCl,; Variant C, 1 M NaCl; Variant D, 1 M NaCl/1 M KSCN. In all
cases the elution solution was 4.5 M MgCl,. PSA concentrations were estimated as we described in section 7.
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both CB-PSA.2 and CB-PSA.6 using washing protocol B
(2.5M NaCl/1 M MgCl,).

Concerning recovery of natural PSA, buffers Band C
were adequate using CB-PSA.2 as immunoligand.
Solutions A and D showed a significant loss of PSA in
the washing fractions, probably due to the presence
either of detergent (Tween-20) or a chaotropic agent
(KSCN). Even though CB-PSA.6 had at least four times
more affinity than CB-PSA.2 (6 x10° M™' versus
1.3 x 10° M, respectively), recovery with CB-PSA.6
was poor (less than 40%, Table II).

Further experiments were carried out with the
immune-ligand CB-PSA.2 in order to improve the B
washing protocol, with respect to the NaCl and MgCl,
content. No differences in the elution profile were
obtained with NaCl in the range of 2.5 M to 4.5M and a
high percent of PSA was lost if the columns were
previously washed with MgCl, higher than 1 M (data
not show). On the other hand, we obtained a similar
elution profile using 2 M MgCl, instead the previously
described 4.5 M MgCl, (data not shown).

Purification of Seminal PSA Using CB-PSA.2
as Immuno-Ligand

Purification of natural PSA from seminal plasma
was developed with CB-PSA.2 as immune-ligand
(Table III). The sequential washing step with 2.5 M
NaCland 1M MgCl, (B washing protocol) was effective
in removing contaminants, with a loss of only 17% of
the semen PSA content. The elution procedure with2M
MgCl, rendered PSA with >90% purity and a final
yield of 46% (Table III; Fig. 1: lane 7) (Fig. 2).

The proposal method described here to immuno-
purify PSA is outline as follow: CB-PSA.2 as immuno-
ligand, seminal plasma diluted 1:5 in the coupling
buffer (10mM NaHPO, pH 7.2). After it, two sequential
washing steps procedures were implemented with

TABLE Ill. PSA Purification From seminal Plasma Using
CB-PSA.2 as Immune-Ligand (n =10)

Fractions (x)

Non Washing 2M

Initial®  bound step MgCl,
PSA (mg totals) 5.14 1.69 0.49 24
Purity (% ) 2.36 1.10 42.50 91.03
Yield (% ) — 32.8 17.53 47.2

“Sample was a mixed of seminal plasma from ten patients diluted
1:5in coupling buffer (50 ml of total volume); Yield, relation (%) of
PSA (mg) respect to total PSA applied. Washing step was
performed with 2.5 M NaCl/1 M MgCl,,
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Fig. I. SDS-PAGE analysis of fractions from the purification of
natural PSA: line | (MW, Boehringer Mamhein), line 2 (commercial
PSA), line 3 (seminal plasma), lines4and 5 (Non bound | and 2), line 6
(2.5MNaCl/IMMgCl,), line 7 (eluted fraction 2 M MgCl,).

2.5 M NaCl and 1 M MgCl, and finally, the elution
procedure was carried out with 2 M MgCl,,

The purified natural PSA was detected by Western
blot according to previous descriptions of this molecule
(~34 kDa, Fig. 1B) [23]. While a degradation product
was detected in the sample (~23 kDa, Fig. 1B, lane 3),
this was absent in the purified material (Fig. 1B, lane 7).
Such degradation pattern has been reported previously
by Christensson et al. [24] who demonstrated that
nearly 30% of natural PSA was nicked in seminal
plasma.

CB-PSA.2 Mab seems to only recognize intact PSA,
and the nicked PSA is discarded in the non-bound
fraction (Fig. 1A,B). Degradation of PSA has been
extensively associated with the lost of enzymatic
activity [24-27]. In one study conducted by Chen et al.
[26], the authors analyzed the enzymatic activity of the
PSA protein isolated from benign prostatic hyperplasia

1 2 3 4 5 6 7

kD
T4 e | & &
66.2 | e S
AN W
382
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Fig. 2. Western blot analysis of fractions from the purification of
natural PSA.The samples were applied as was described in figure I.
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(BPH) nodules and seminal plasma. The PSA was also
submitted to SDS—PAGE electrophoresis in denaturing
(2-mercaptoethanol) and non-denaturing condition.
Both migrated as a single band in non-denaturing
condition, but in denaturing condition the PSA isolated
from BPH nodules was markedly nicked in comparison
to PSA isolated from seminal plasma. These experi-
mental findings were associated by the authors with the
fact that only 20% of BPH nodule’s PSA were enzyma-
tically active whereas 50% of seminal plasma PSA was
active. Furthermore, Leinonen et al. [27] associated the
lack of enzymatic activity of the PSA fraction with PSA
degradations by a different group of experiments. They
purified seven PSA isoforms and studied the reactivity
of each with protease inhibitors in vitro. Only two
isoforms were enzymatically active, the other five
contained internal cleavages that left them with very
little or no enzymatic activity.

Tacking into account that we obtained a final PSA
preparation without any detectable degradations of the
protein in denature conditions (Fig. 1B, lane 7), and the
fact that we used in our purification procedure a mild
washing and elution conditions we assumed that a
significant amount of purified PSA comprises a fully
active enzyme. Nevertheless, enzymatic activity of the
PSA protein obtained by this method should be
evaluated.

We also detect a protein band with approximate size
of 90 KDa in the original material, in the non-bound
fraction, and in the first washing step with 2.5M NaCl
(Fig. 1A, fractions 3-6). We assumed that this band
corresponds to the PSA-PCI protein complex (PSA and
protein C inhibitor, ~90 kDa), which represents 5% of
total PSA fraction from seminal plasma [28]. The
putative complex was absent in the final material.

Piironen et al. [29] based on results from peptide
mapping, computer modeling, and previously pub-
lished sandwich binding studies demonstrated that
the antigenic region exposed only in free PSA and not
in the PSA-ACT or PSA-PCI complexes are not shared
by the highly homologous hK2 molecule [30]. In a
previous work, we showed that CB-PSA.2 only
recognized free PSA [16]. Since we used CB-PSA.2
anti-PSA Mab in the purification procedure we
excluded the possibility that final PSA product contain
an hK2 contaminating fraction [31].

The purification Western blots were also processed
with anti-mouse IgG antibodies. None signal of
contamination of the pure PSA preparations with
Mab was evidenced (result not shown) by an ELISA
method, indicating its potential usefulness for the
preparation of standards [15] and for direct inoculation
of humans for cancer therapy purposes [32].

This paper describes a method to purify PSA from
seminal plasma with some advantages over the
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traditional method reported by Sesanbaugh and Blake
[13]. Our procedure can be accomplished in 1 day with
a similar PSA recovery to the aforementioned method
(50%) and with a purity of 90%, suitable for the
preparation of the recommended 90:10 PSA standard
[13]. The 90:10 PSA standard consist of 90% of PSA-o-1-
antichymotrypsin (PSA-ACT) complex and 10% of free
PSA mixed on a molar basis, and was proposed at the
Second Stanford Conference with the rationale that
these proportions of PSA are similar to those observed
in patients with prostate cancer [33].

Tacking into account that CB-PSA.2 Mab only
recognizes free PSA, the procedures described here
could be applied to obtain the free PSA fraction of
the standard. Additionally, it could be used to remove
the residual free PSA from in vitro prepared PSA-ACT
complexes [34], and combined with a second purifica-
tion method (to remove the residual ACT) in order to
obtain the final PSA-ACT preparation.

Regarding of the selection of seminal fluid as a
source of antigen, so far the biological risks concerning
the manipulation of human semen, the use of recombi-
nant PSA (rPSA) obtained from a variety of expression
systems such as Escherichia coli [35], Baculovirus [36,37],
Semliki forest virus [38], and Syrian hamster tumor
cells [39] involves several problems. Additionally to
low yields, the isolation and refolding of rPSA from
E. coli [35], and the variable efficiency in the cleavage of
the proenzyme forms obtained from other expression
systems [37-39] need to be solve. More recently Habeck
et al. [40] reported the use of Pichia pastoris as
expression system to obtain a mature recombinant
PSA molecule. Although Habeck et al. demonstrated
that both glycosylated or not glycosylated purified PSA
are equally active in terms of enzymatic activity [40],
the effect of the nature and degree of glycosylation
of recombinant PSA on either immunometric and
biological assays can not be predicted.

CONCLUSION

We developed a simple, quick, and non-expensive
immunoaffinity method to purify PSA from seminal
plasma with a purity of 90% and 50% of recovery. The
method is feasibly to obtain free PSA with the purpose
of prepare the 90:10 standard PSA-ACT recommended
as a universal calibrator for the international standar-
dization of PSA immunoassays. PSA preparations with
diagnostic or therapeutic purposes currently under
development could be obtained using this method.
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