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1. Resum

El cancer de prostata (PCa) és el cancer més freqliient en homes a Europa. El
biomarcador més utilitzat per detectar-lo és I'antigen prostatic especific (PSA). Els
nivells serics del PSA total (tPSA) es troben habitualment incrementats en el PCa, pero
també augmenten en altres alteracions benignes de la prostata, com la hiperplasia
benigna de la prostata (BPH). Per aquest motiu, aquest biomarcador no és prou
especific per distingir una BPH d’un PCa, o un cancer no clinicament significatiu (no
csPCa) d’'un de clinicament significatiu (csPCa), especialment en homes amb nivells de
tPSA < 10 ng/mL. Aquesta manca d’especificitat ha impulsat la nostra investigacié per
desenvolupar nous biomarcadors no invasius per millorar el diagnostic del PCa i reduir-
ne el sobrediagnostic i sobretractament. S’han descrit diversos marcadors tumorals en
sang, orina i teixits que han superat el tPSA per a la deteccidé del PCa i el diagnostic
dels csPCa, pero actualment només I'antigen de salut prostatica (PHI) i I'antigen 3 del
cancer de prostata (PCA3) estan aprovats per I’Administracié d’Aliments i Farmacs
(FDA). En les ultimes decades, la implementacié de la ressonancia magnetica
multiparametrica (mpMRI) ha reduit un 27% el nombre de biopsies innecessaries i ha
millorat la identificacié dels csPCa amb més sensibilitat que el tPSA; tot i aixo, no hi ha

consens sobre el punt de tall establert, fet que en compromet |'especificitat.

S’ha estudiat ampliament I'alteracié del patrd de glicosilacid de les glicoproteines en el
procés cancerods. En el PCa s’han descrit canvis en la sialilacio, la fucosilacié core o
GalNAcB1- 4GIcNAc (LacdiNAc) del PSA. Els estudis previs que havia fet el nostre grup
de recerca utilitzant la cromatografia d’afinitat amb lectina Sambucus nigra (SNA) van
demostrar un augment significatiu en el percentatge de les glicoformes del PSA a2,3-
sialilades (més del 30%) en el serum de pacients amb PCa agressiu en comparacié
amb mostres de PCa de risc baix o intermedi i BPH, cosa que indica el potencial de
%a2,3-acid sialic PSA (%a2,3-SA) com a biomarcador del PCa d’alt risc. No obstant
aixo, fins ara, el potencial real del %a2,3-SA PSA per a l'estratificacidé del risc de PCa
no s’havia estudiat en una gran cohort de mostres seriques ni s’havien caracteritzat les
sialoformes especifiques del PSA que estan alterades en el PCa agressiu. Tot i el
potencial de la cromatografia d’afinitat SNA per analitzar %a2,3-SA, aquesta
metodologia requereix molt de temps i personal expert, per aquest motiu no es pot
traslladar facilment a la clinica. Per tant, és molt important desenvolupar noves

metodologies automatitzades per poder traslladar-les a la practica clinica.



Partint d’aquestes premisses, en aquest estudi hem volgut identificar les glicoformes
del PSA associades al PCa agressiu i explorar la viabilitat d’utilitzar un assaig de flux
lateral (LFA) per facilitar la detecciod i quantificacié del PSA sialilat. A més, es va
analitzar %a2,3-SA PSA en una cohort gran de pacients (n = 379) juntament amb els
biomarcadors PHI, mpMRI i les seves combinacions, per avaluar-ne el potencial per

millorar la sensibilitat i I'especificitat en la deteccié del PCa i |'estratificacid del risc.

2. Resultats

En un primer estudi (Gratacds-Mulleras et al., Scientific Reports, 2020), vam identificar
les principals estructures glucidiques del PSA en pacients amb PCa agressiu. En primer
lloc, vam seleccionar 6 mostres de serum de PCa agressiu amb nivells alts de tPSA

(> 300 ng/mL) i vam utilitzar com a control un estandard del PSA (purificat a partir del
plasma seminal d’individus sans). El PSA es va purificar i es va separar mitjancant una
cromatografia d’afinitat amb la lectina SNA. Totes les mostres de PCa van presentar
glicoformes a2,3-SA PSA > 30%, tal com havia descrit anteriorment el nostre grup. Les
fraccions del PSA recollides es van tornar a immunoprecipitar, es van carregar en un
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), les bandes del PSA es van retallar i posteriorment es
van digerir amb PNGaseF per realitzar la sequenciacioé dels N-glicans. Els N-glicans del
PSA es van marcar amb fluorescéncia i la seva caracteritzacio estructural es va dur a
terme mitjancant una cromatografia liquida d’alta resolucié combinada amb digestions
amb exoglicosidases. Els resultats van mostrar que les glicoformes sialilades del PSA
amb residus de LacdiNac incrementaven en els PCa agressius, mentre que les
estructures disialilades amb fucosilacié core amb a2,6-SA, que sén les principals
glicoformes del PSA en individus sans, es van reduir significativament (41,4%). Hem
demostrat que I'augment del %a2,3-SA PSA en el PCa agressiu es produeix
principalment per la reduccié de les estructures disialilades amb fucosilacié core i a2,6-
SA, en combinacié amb I'augment de les estructures a2,3-SA disialilades amb

fucosilacio core i les a2,3-monosialilades sense fucosilacio core.

En un segon estudi, es va dissenyar un assaig de flux lateral (LFA) de mitja tira per
reconeixer les sialoformes del PSA amb enllag a2,6. Per desenvolupar el sistema es va

utilitzar el PSA estandard. Els bioreceptors de captura seleccionats van ser la lectina



SNA, dispensada a la linia de test (TL) per detectar a2,6-SA, i I'anticos anti-tPSA M-36
com a control intern (IC). Es van conjugar nanoparticules d’or (AuNP) de 16,7 nm amb
I'anticdos monoclonal anti-PSA MCA5842 com a bioreceptor de deteccid. Les mostres es
van preincubar amb el bioreceptor de deteccié abans d’inserir la mitja tira d’LFA. Un
cop optimitzada, es va obtenir una corba de calibratge amb I’'estandard PSA (que conté
un 80% de sialoformes del PSA amb a2,6-SA) per a la lectina SNA (TL) i per a I'anticos
M-36 (IC). El rang dinamic de I'SNA va ser més estret que el de I’'M-36, de 65 ng/mL a
228 ng/mL (SNA) enfront de 3 ng/mL a 282 ng/mL (M-36). A continuacio, es van
preparar i analitzar fraccions de PSA que contenien 100% i 0% a2,6-SA. Els resultats
van mostrar que I'LFA dissenyat era especific per a a2,6-SA PSA. En una primera
avaluaciéo amb mostres de serum, va caldre diluir almenys 50 vegades la mostra per
detectar a2,6-SA PSA. Aixi, doncs, abans de fer la prova és necessari eliminar/reduir a
la mostra de sérum altres glicoproteines amb a2,6-SA que poden interactuar amb
I'SNA i dificultar la unié d'a2,6-SA PSA. La metodologia desenvolupada no ens va
permetre analitzar mostres directes de pacients i per aquest motiu I’'estudi multicéntric
del biomarcador %a2,3-SA PSA es va dur a terme amb la metodologia de
cromatografia d’afinitat desenvolupada previament en el grup de bioquimica del cancer
de la Universitat de Girona (Llop i Peracaula, “Glycosylation: Methods and Protocols”,
Methods in Molecular Biology, 2022).

En el tercer estudi es van analitzar els biomarcadors %a2,3-SA PSA i PHI per
diferenciar el PCa d’alt risc del PCa de risc baix o intermedi i de BPH, i es van comparar
amb el tPSA en un estudi multicentric de 4 hospitals amb 379 mostres, que incloia 262
pacients amb PCa (77 de risc baix, 87 de risc intermedi i 98 de risc alt) i 117 pacients
amb BPH. Els dos biomarcadors, %a2,3-SA PSA i PHI, van superar el potencial del
tPSA per distingir el PCa d’alt risc de la resta de mostres [area sota la corba (AUC)
0,804 i 0,870 enfront de 0,782, respectivament], i PHI va ser el que va presentar un
rendiment més alt. A la subcohort amb mostres de tPSA < 10 ng/mL, el potencial de
tots dos marcadors com a biomarcadors del PCa d‘alt risc va disminuir, pero
curiosament el %a2,3-SA PSA va mostrar una disminucié més baixa (AUC 0,744
enfront de 0,804) que PHI (AUC 0,763 enfront de 0,870). La combinatoria de %a2,3-
SA PSA+PHI va augmentar I’AUC fins a 0,893, cosa que va donar com a resultat un
90% de sensibilitat i un 77% d’especificitat, també en la cohort de tPSA < 10 ng/mL
(AUC de 0,812, 76% de sensibilitat i 79% d’especificitat). La majoria de PCa d’alt risc
(87%) presentava a2,3-SA PSA > 30% o PHI > 75, mentre que la majoria de csPCa



(85%) presentava a2,3-SA PSA > 25% o PHI > 65. En tots dos escenaris, es recomana
fer biopsies als pacients que presentin valors superiors a aquests limits per confirmar-
ne el diagnostic. A més, el potencial de I'mpMRI per diferenciar el PCa d‘alt risc dels
pacients amb PCa i BPH de risc baix o intermedi també es va analitzar en una cohort
de 172 pacients i el seu rendiment va ser comparable al %a2,3-SA PSA i PHI amb un
AUC de 0,810, amb elevada sensibilitat (90%) pero baixa especificitat (41%). A més a
més, la seva combinacié va millorar el potencial per al diagnostic del PCa d’alt risc amb
una AUC de 0,882, fet que dona lloc a una sensibilitat del 69% i una especificitat del
93%. Aquesta combinacid pot ser util per decidir quan cal fer una biopsia als homes
amb a2,3-SA PSA entre 20-25% o PHI entre 50-65, ja que en aquests rangs el 89%
dels pacients amb csPCa presenten un Pi-Rads > 4. A més, el %a2,3-SA PSA i PHI sén
biomarcadors utils per diferenciar el PCa de BPH (AUC 0,775 i 0,811, respectivament) i
el csPCa del no csPCa (AUC 0,774 i 0,807, respectivament) i van superar el

biomarcador %fPSA en tots dos estudis (n = 306 individus).

En la cohort analitzada, el 92% dels pacients amb a2,3-SA PSA < 20% i PHI < 50
presentaven una BPH o un no csPCa, de manera que en aquests casos |'Us dels nous
biomarcadors seria capac de reduir les biopsies innecessaries fins al 22%, en
comparacié amb el tPSA i el %fPSA. En conjunt, aquests resultats demostren que el
%a2,3-SA PSA combinat amb PHI sén marcadors no invasius Utils per ajudar a
classificar el risc del PCa, per reduir les bidopsies innecessaries i ajudar en la presa de

decisions sobre el tractament.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Els estudis desenvolupats en aquest projecte han permes caracteritzar els principals N-
glicans del PSA associats al PCa agressiu comparats amb els d’un estandard de PSA
purificat a partir de plasma seminal d’individus sans. A més, hem desenvolupat una
prova de concepte d'un biosensor en paper (LFA) per quantificar I'a2,6-SA PSA que, tot
i que enguany només permet analitzar mostres de PSA pur, assenta les bases per a
futures investigacions per a la deteccié de glicoformes proteiques com a biomarcadors

clinics.



Els biomarcadors sérics %a2,3-SA PSA i PHI, sols o combinats, s’han analitzat en un
estudi multicéntric (4 hospitals) amb una gran cohort de mostres, i han superat el
potencial del tPSA i del %fPSA per a la deteccié del PCa i I'estratificacio del risc, fins i
tot en la subcohort de tPSA < 10 ng/mL, que és la més problematica a I’hora de fer el
diagnostic. Aquests resultats indiquen que la implementacié del biomarcador séric PHI
(ja disponible comercialment) i el %a2,3-SA PSA (metode actual que encara no s’ha
traslladat) en la practica clinica ajudaria a detectar les hiperplasies benignes de
prostata i aquells cancers de prostata clinicament no significatius; aixo permetria reduir
el nombre de biopsies innecessaries i milloraria la qualitat de vida dels pacients, ja que

les biopsies sén tecniques invasives que comporten morbiditat associada.

La utilitzacié dels biomarcadors %a2,3-SA PSA i PHI també tindria un impacte
important en I'estratificacid del risc en els pacients amb patologia prostatica, i ajudaria
a reduir de forma considerable el nombre d'mpMRI i a diagnosticar de manera més

acurada els cancers de prostata agressius.

També caldria fer analisis addicionals de la cohort multicéntrica amb les dades de
supervivencia a 5 anys i de recaiguda clinica per avaluar el potencial pronostic dels
biomarcadors estudiats: %a2,3-SA PSA, PHI i Pi-Rads. Les dades d’aquest estudi
permetrien personalitzar el pla terapeutic de forma més efectiva, a partir dels valors
dels biomarcadors, atés que el tractament aplicat precogment en pacients amb PaC

agressiu reduiria el nombre de rescats per recidiva del tumor.
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