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DESCRICAO

ANTICORPO QUE RECONHECE ESPECIFICAMENTE O PSA LIVRE INACTIVO,
E SUAS APLICACOES

A presente invencdo refere-se a anticorpos ou fragmentos de
anticorpos que se ligam especificamente ao antigénio
especifico da préstata (ou PSA, de Prostate Specific Antigen)
sob a forma livre inactiva, assim como aos hibridomas que

produzem tais anticorpos.

A presente invencdo refere-se igualmente a reactivos para
testes imunoldgicos compreendendo a utilizacdo de tais

reactivos.

A presente invencdo refere-se entre outros a um método de
diagndéstico de um adenocarcinoma da prdéstata num individuo

que se suspeite estar atingido por tal patologia.

A presente invencdo refere-se igualmente a um método de
diagndéstico que permite diferenciar entre uma patologia
benigna da préstata e um adenocarcinoma da prdstata num
individuo que se suspeite estar atingido por uma destas

patologias.

A presente invencédo refere-se finalmente ao kit de
diagndéstico que permite diagnosticar um adenocarcinoma da
prbéstata num individuo que se suspeite estar atingido por um
adenocarcinoma ou que permite diferenciar entre uma patologia
benigna da préstata e um adenocarcinoma da prdstata num
individuo que se suspeite estar atingido por uma destas

patologias.



O PSA ¢ produzido pelo epitélio glandular da préstata humana,
provavelmente sob uma forma de zimogénio activa (Lundwal et
al. FEBS Lett 1987), e & secretado no liguido seminal na sua
forma activa (Lilja, J. Clin. Invest. 1985). A actividade
biolbébgica do PSA no liquido seminal estd 1ligada a sua
fragmentacéo proteolitica limitada das proteinas
predominantes secretadas pelas vesiculas seminais (Lilja, J.
Clin. Invest. 1985; Lilja et al. J. Clin. Invest. 1987; McGee
et al. Biol. reprod. 1988).

O PAS ¢é o marcador do cancro da prdstata principal que
afectard, ao longo da sua vida, um homem em seis no Ocidente.
Esta protease da familia das kallikréines, principalmente
secretada pelo epitélio prostéatico, encontra-se numa
concentracdo de 0,5 a 5 mg/mL no liguido seminal e a uma
concentracdo de um milhdo de vezes mais baixa no soro de um
paciente. Assim, o) PSA encontra-se normalmente numa
concentracdo inferior a 2,5 ng/mL no soro. No entanto, esta
concentracdo aumenta em principio especialmente aquando de um
cancro da prdstata e moderadamente aquando de alteracdes
benignas tais como a hipertrofia benigna da préstata (BPH) ou

a prostatite aguda.

A sequéncia protéica do PSA foi determinada. Trata-se de uma
glicoproteina compreendendo 237 aminoacidos ("Molecular
cloning of human prostate specific antigen c¢cDNA”, Lundwall

A., Lilja H., 1987, FEBS Lett 214: 317-322).

Foi proposto um método de diagndéstico gque consiste em medir a
concentracdo de PSA sérica e comparéd-la com um valor alvo que
¢ de 4 ng/mL. No entanto, constatou-se que este método de
diagndéstico conduz em suspeitar erradamente cerca de trés

pacientes em cada quatro o que ¢é prejudicial. Além disso,
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este método ndo permite diagnosticar 30 a 45% dos casos de
cancros confinados a glande, o gque constitui no entanto um
estado precoce da doenca potencialmente curdvel e cujo
diagndéstico seria particularmente desejavel. O cardcter pouco
satisfatdério deste método é por outro lado mostrado pelo
estudo apresentado no artigo "Prostate Cancer Detection in
Men With Serum PSA Concentrations of 2.6 to 4.0 ng/ml and
Benign Prostate Examination", Catalona et al., JAMA, 14 de
Maio de 1997 - Vol. 277, No. 18, que mostra que o valor alvo
deve ser inferior a 4 ng/mlL para despistar precocemente um

cancro da proéstata.

Por outro lado, mostrou-se recentemente que no soro, o PSA se
associava a inibidores de protease, tais como a o-
antiquimotripsina (ACT), e a o-2 macroglobulina (A2M). Estas
associacdes envolvem a inactivacéo da actividade de
quimotripsina da PSA, como foi demonstrado no artigo
"Enzymatic activity of prostate specific antigen and its
reactions with ultracellular serine proteinase inhibitors",
A. Christensson, C. B. Laurell, H. Lilja, 1990 Eur. J.
Biochem 194: 755-763. A utilizacdo da razdo PSA livre em
relacdo ao PSA total foi entdo proposta para melhorar a

egpecificidade do diagnébstico.

Deste modo, o pedido de patente WO-A-97/12245 descreve um
método que permite diagnosticar um adenocarcioma da prdstata
sem bidpsia. Este método consiste em medir, no sSoro ou no
sangue dos pacientes, a quantidade total de PSA. Se este
valor estiver compreendido entre 2,5 e 20 ng/mL, mede-se
igualmente a concentracdo de PSA livre. Calcula-se de seguida
a razdo PSA livre sobre PSA total. Se esta razdo for inferior
a 7%, o) diagndbstico orienta-se na direccéao de um

adenocarcioma da prdstata.



No entanto, a utilizacdo de um alvo a 7%, para o diagndstico
de um cancro da prdstata, ¢é contestado por varios autores,
como mostra a publicacdo de Lein et al. "Relation of free
PSA/total PSA in serum for differentiating between patients
with prostatic cancer and benign prostate hyperplasia: which
cutoff should be used?". ©Nesse documento, publicado na
revista Cancer Investigation, 16(1), 45-49, 1998, mostrou-se
que é dificil, com base nesta razao, diferenciar

sistematicamente um cancro da prdéstata de uma BPH.

Por estes motivos, o requerente interessou-se num pedido de
patente WO-A-00/02052, registado com prioridade de 3 de Julho
de 1998, pela presenca no soro da forma clivada do PSA. As
formas moleculares de PSA sérica de pacientes atingidos por
cancro ou BPH foram cartografados por electroforese
bidimensional, associada a uma deteccéo por
qgquimioluminescéncia, de modo a se observar o conjunto das
formas de PSA, ou seja, as formas 1livres, complexadas e

clivadas.

Os perfis de electroforese de soros de individuos que sofrem
de um adenocarcinoma da prbéstata séo relativamente
homogéneos, apresentando essencialmente a forma ndo clivada
do PSA, enquanto que aqueles dos individuos que sofrem de BPH
podem comportar uma proporcdo relativamente importante da
forma clivada e spots ligeiramente mais béasicos sem forma
clivada. O aumento da razdo PSA livre sérico em relacdo ao
PSA total sérico observado em pacientes que sofrem de BPH
seria entdo essencialmente devido a existéncia de PSA
clivado, que poderia ser enzimaticamente inactivo e entédo
incapaz de se ligar a ACT assim como a presenca de uma forma

de PSA livre ligeiramente mais basica que a forma de PSA



livre activa, qgue poderia corresponder a forma de zimogénio,

inactiva, do PSA.

Em funcdo destas observacdes, o requerente descreveu métodos
de diagndéstico de adenocarcinoma da préstata compreendendo a
quantificacéo, apbds separacéo por electroforese
bidimensional, do PSA livre clivado e/ou ndo clivado e a
utilizacéo destes valores de modo a estabelecer um

diagndstico.

No entanto, estes métodos requerem a utilizacédo de
electroforese bidimensional. S&o por conseguinte
relativamente <caras e necessitam de Dbastante tempo de

manipulacéo.

De WO 98/49323 conhecem-se anticorpos que reconhecem
especificamente a forma de zimogénio do PSA e a sua

utilizacdo em métodos de diagndéstico do cancro da prdstata.

Descobriu-se agora gque era possivel dispor de métodos de
diagnéstico de adenocarcinomas da prdéstata que ndo apresentam
0s inconvenientes citados anteriormente e que dispdem de uma
especificidade e sensibilidade excelentes através da
utilizacdo de reactivos imunolégicos. Com efeito, descobriu-
se que é possivel obter anticorpos dirigidos especificamente
contra o PSA livre inactivo. Descobriu-se igualmente que tais
anticorpos podem ser vantajosamente utilizados especialmente

em métodos de diagndéstico do cancro da prdstata e da BPH.

O presente pedido tem entdo como objectivo anticorpos ou
fragmentos de anticorpos que se ligam especificamente ao PSA

livre inactivo, tal como definido na reivindicacdo 1, sendo



os referidos anticorpos anticorpos policlonais purificados ou

anticorpos monoclonais.

Por fragmentos de anticorpos, entende-se em geral no presente
pedido, qualquer fragmento de anticorpo tendo conservado a
especificidade do anticorpo de origem e em particular dos
fragmentos de tipo Fab e F(ab’).. No presente pedido, o termo
“Yanticorpo” designa no que se segue igualmente os fragmentos

de anticorpos desde que apropriado.

Pela “expressdo anticorpos que se ligam especificamente a uma
dada forma de PSA”, designa-se naturalmente um anticorpo gque
se liga essencialmente a referida forma de PSA. Por exemplo,
0 produto que se encontra ligado ao anticorpo é constituido
por pelo menos 80% e de preferéncia por pelo menos 90%, da

referida forma de PSA.

Por “PSA livre inactivo”, entende-se no presente pedido uma
forma livre do PSA, ou seja ndo complexada, dito de outro
modo ndo associada aos seus inibidores tais como o ACT.
Ainda, esta forma livre ¢é inactiva. Pelo termo “inactivo”,
designa-se uma forma de PSA que apresenta uma actividade
proteolitica (em particular do tipo quimotripsina) claramente
inferior a do PSA livre presente no soro de individuos séos,

por exemplo inferior em pelo menos 80% ou davantage.

A presente invencdo tem especialmente como objecto anticorpos
ou fragmentos de anticorpos monoclonais que se ligam
especificamente ao PSA livre inactivo, tal como definido na

reivindicacdo 1.



A presente invencdo tem igualmente como objecto hibridomas
que produzem anticorpos monoclonais tais como definidos

anteriormente.

A obtencdo de hibridomas ¢é bem conhecida e ndo serd aqui
recordada. Seleccionam-se os hibridomas que  reconhecem
egpecificamente o PSA livre inactivo, tal como definido na
reivindicacdo 1, como indicado de seguida. Descobriu-se que
certos clones produziam anticorpos que, fixados numa coluna
de cromatografia, apenas retém uma fraccdo do PSA sérico
total de diferentes individuos, e que esta fraccdo era, com
alguns destes anticorpos, uma forma livre e sensivelmente

activa (tal como definido anteriormente) do PSA.

Por outro 1lado, constatou-se que as fracgcdes de PSA néo
retidas por estes anticorpos continha ainda PSA livre e
tinha conservado praticamente toda a actividade proteolitica

do soro de partida.

Consegui-se assim obter fraccdes enriquecidas em PSA livre
inactivo que serviram de seguida para testar sistematicamente

clones de hibridomas obtidos como anteriormente.

Entre os hibridomas obtidos apds imunizacdo de ratinhos com
PSA de origem seminal comercializado pela sociedade SCIPAC,
constatou-se que cerca de 1,5% produziam os anticorpos que se

ligam especificamente ao PSA livre inactivo assim obtido.

A presente invencdo tem igualmente como objecto um reactivo
para teste imunoldégico contendo anticorpos ou fragmentos de

anticorpos tais como definidos anteriormente.



Nos reactivos de acordo com a invencdo, o0s anticorpos ou
fragmentos de anticorpos que se ligam especificamente ao PSA
livre 1inactivo podem ser utilizados tal gqual ou ainda
especialmente sob uma forma fixados num suporte sdélido e/ou

ligados a um marcador.

A fixacdo de anticorpos ou de fragmentos de anticorpos num
suporte sélido é bem conhecida. O suporte pode ser realizado
com qualquer material sdélido, bioldgico ou sintético, dotado
de propriedades adsorventes ou capazes de fixar um agente de
ligacédo. S&o conhecidos materiais e descritos na literatura.
Entre os materiais sdélidos capazes de fixar os anticorpos por
adsorcéo, citar-se-& por exemplo o) poliestireno, o)
polipropileno, os latexes, etc. Entre o0s materiais que
permitem fixar os anticorpos por covaléncia com auxilio de um
agente de acoplamento, pode-se citar especialmente o)
dextrano, a celulose, etc. O suporte pode-se apresentar, por
exemplo, sob a forma de discos, de tubos, de esferas ou de

placas, em particularmente em placas de microtitulacéo.

A ligacdo de um anticorpo ou de um fragmento de anticorpo a
um marcador, quer seja radiocactivo, enzimdtico, corado ou de
qualquer outro tipo convencionalmente utilizado em técnicas

imunoldégicas, é bem conhecida e descrita na literatura.

A presente invencdo tem entre outros como objecto um teste
imunolégico para a determinacdo quantitativa do PSA livre
inactivo, tal como definido na reivindicacdo 1, numa amostra
bioldégica recolhida num individuo, no qual se pde em contacto
a referida amostra com um reactivo tal como definido
anteriormente e avalia-se a quantidade de PSA livre inactivo
tal como definido na reivindicacdo 1, ligada aos anticorpos

do reactivo.



A amostra bioldgica recolhida no individuo, é geralmente uma
amostra de sangue ou de soro. Se tal for desejado, pode-se
naturalmente ter percorrido uma etapa de concentracdo ou de
diluicdo prévia ao seu contacto com o reactivo contendo
anticorpos ou fragmentos de anticorpos que se ligam

especificamente ao PSA livre inactivo.

A quantificacdo do PSA livre ligado aos referidos anticorpos
ou fragmentos de anticorpos pode ser realizada de diferentes

modos bem conhecidos.

Por exemplo, a quantidade de PSA livre inactivo pode ser
avaliada por testes do tipo sanduiche. Segundo um modo de
realizacdo particular, coloca-se em contacto um reactivo para
teste imunoldgico, no qual os anticorpos ou fragmentos de
anticorpos que se ligam especificamente ao PSA livre inactivo
sdo fixados ao suporte, com a amostra bioldgica cujo teor em
PSA livre inactivo se pretende determinar , e depois apds
lavagem coloca-se o referido suporte em contacto com um
segundo anticorpo marcado que se liga ao PSA. Apds uma nova
lavagem, mede-se a quantidade de marcador fixado e deduz-se
0 teor em PSA livre inactivo por comparacdo com uma curva de

calibracdo previamente estabelecida.

Segundo um outro modo de realizacdo dos testes imunoldgicos
da invencdo, avalia-se entre outros a quantidade de uma forma
de PSA gque ndo a forma livre inactiva presente numa amostra

da mesma natureza recolhida no mesmo individuo.

Pela expressdo “amostra da mesma natureza recolhida no mesmo
individuo”, entende-se ou duas fraccdes de uma mesma recolha,

ou duas amostras provenientes de duas recolhas diferentes mas



que devem ser da mesma natureza, por exemplo, amostras

séricas.

Naturalmente, quando as quantidades medidas destinam-se a ser
comparadas, é conveniente que estes valores sejam
comparaveis. Por outros termos, é conveniente que os valores
medidos sejam referentes a uma mesma diluicdo ou concentracéo

eventual da amostra assim como a um mesmo volume.

As outras formas para além da forma livre inactiva do PSA
sdo especialmente o PSA complexado, o PSA livre total, o PSA
livre activo e o PSA total, ou seja, o conjunto das formas

activas ou inactivas livres ou complexadas, do PSA.

E conhecida a dosagem de cada uma destas formas diferentes

especialmente com auxilio de anticorpos especificos.

O PSA complexado ¢ doseado, por exemplo, com o auxilio de

anticorpos descritos no pedido de patente WO-A-98/22509.

O PSA total ¢é doseado, por exemplo, com o auxilio de
anticorpos descritos por H. Nagasaki et al. (1999), Clin.

Chem. 45: 4486-496.

O PSA livre é doseado por exemplo com o auxilio de anticorpos
descritos no pedido de patente 92/01936, ou o auxilio de

anticorpos monoclonais comercializados por CHUGAI (Japédo).

A presente invencdo tem em particular como objecto um teste
imunoldégico tal como definido anteriormente no qual se
doseia, entre outros, o PSA livre activo. A quantidade de PSA

livre activo pode ser avaliada de diferentes maneiras.
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Deste modo, segundo um primeiro modo de realizacdo, a
quantidade de PSA 1livre activo ¢é avaliada com auxilio de
anticorpos que se ligam especificamente ao PSA livre activo
que podem ser obtidos através da imunixacdo com auxilio de
fraccdes de PSA total ou de fraccgdes enriquecidas em PSA
livre activo. A quantidade de PSA 1livre activo pde ser
igualmente avaliada de modo indirecto por avaliacdo da
quantidade de PSA livre total, da qual subtrai a gquantidade

de PSA livre inactivo Jj& avaliada como anteriormente.

A presente invencdo tem, entre outros, como objecto um teste
imunoldégico para determinar a razdo da quantidade de PSA
livre 1inactivo tal como definida na reivindicacdo 1, em
relacdo a quantidade de PSA livre total,

ou a razdo da quantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
livre activo,

ou a razdo da quantidade de PSA livre activo, em relacdo a
quantidade de PSA livre total,

ou a razdo da gquantidade de PSA livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
total,

ou a razdo da quantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
complexado,

ou a razdo da quantidade de PSA livre activo, em relacdo a
quantidade de PSA total,

ou a razdo da quantidade de PSA livre activo, em relacdo a
quantidade de PSA complexado,

ou os inversos destas razbes, ou combinacbes destas razdes,

numa amostra bioldgica recolhida num individuo, na qual:
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- se avalia a guantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, numa amostra bioldgica recolhida
num individuo, colocando a referida amostra em contacto com
um reactivo de acordo com a invencdo tal como definido
anteriormente,

- avalia-se uma das quantidades escolhidas entre a quantidade
de PSA livre activo, a quantidade de PSA livre total, a
quantidade de PSA total e a quantidade de PSA complexado,
numa amostra da mesma natureza recolhida no mesmo individuo,

e

- determina-se a referida razdo ou a referida razdo inversa,

ou a referida combinacdo de razdes.

A presente invencdo refere-se a diferentes métodos de
diagndéstico que, de modo geral, se aplicam a individuos que
apresentam uma concentracdo serica de PSA superior a 2 ng/mL

ou a 2,5 ng/mL.

A presente invencdo tem igualmente como objecto um método de
diagndéstico de um adenocarcinoma da prdéstata num individuo
suspeito de estar atingido pelo referido adenocarcinoma, sem
praticar bidpsia, no qual se utiliza um ou varios testes

imunoldégicos tais como definidos abaixo.

Descobriu-se com efeito que a concentracdo (por exemplo
sérica) em PSA livre inactivo é nitidamente mais elevada no
caso de uma BPH do gque nagquele de um adenocarcinoma da

prbstata.

A invencdo refere-se entdo especialmente a um método de
diagnéstico da BPH ou de diferenciacdo entre um cancro da

prbébstata e um BPH, na qual se mede o teor em PSA livre
12



inactivo, tal como definido na reivindicacdo 1, numa amostra
proveniente de um individuo, e compara-se este teor a uma
escala de valores predeterminados, sendo os referidos valores
aqueles observados nos pacientes afectados por uma BPH
reconhecida e aqueles observados nos pacientes afectads por
um adenocarcinoma da préstata reconhecido, e conclui-se do
resultado desta comparacdo seja a presenca de uma BPH, seja a
presenca de um adenocarcinoma da prébéstata. Este método
resume-se na pratica a comparacdo do valor medido a um valor-

alvo.

Naturalmente, estas variacdes do teor de PSA livre inactivo
influenciam diferentes razdes tais como razdes da guantidade
de PSA livre inactivo em relacdo a quantidade de PSA livre
total. Pode-se ainda determinar outras razdes, como aquela

precisada de seguida.

Sabe-se que, de modo geral, os resultados dos testes
imunolégicos dependem no entanto em grande parte das
caracteristicas de especificidade e de afinidade dos
anticorpos utilizados, e que estas caracteristicas
influenciam os valores medidos com estes anticorpos. Concebe-
se entdo gque ndo é possivel fornecer valores alvo precisos e
que podem ser determinados valores alvo adaptados a cada
anticorpo wutilizado em cada caso através de experiéncias

simples de rotina.

E necessdrio compreender bem que aqui se denomina de valor
alvo quer um valor discreto quer um intervalo de valores
correspondente a uma =zona de indeterminacdo. Naturalmente,
quando o valor determinado estd incluido no intervalo de
indeterminacdo ou se estiver muito préximo do valor alvo no

caso de um valor discreto, nao se pode concluir
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definitivamente e convém conduzir investigacdes

suplementares.

Naturalmente, quando se determinou um valor alvo para um dado
tipo de razdo, podem-se deduzir valores alvo correspondentes

a outros tipos de razdes.

A presente invencdo tem esgspecialmente como objecto um método
de diagnéstico tal como definido anteriormente, no gual,
entre outros, se compara o valor da razdo assim determinado
com o valor alvo predeterminado escolhido, segundo o tipo de
razdo utilizada, de modo a que os valores observados nos
pacientes afectados por um adenocarcinoma da prdstata
reconhecido, e de modo que inversamente os valores da
referida relacdo inferiores ou, respectivamente, superiores
ao referido wvalor alvo sejam representativos dos valores
observados nos individuos reconhecidos como ndo estando
afectados por um adenocarcinoma da prdstata, e conclui-se do
resultado da referida comparacdo sSeja a presenca seja a

auséncia de um adenocarcinoma da probstata.

A presente invencdo tem igualmente como objecto um método de
diagndéstico que permite diferenciar entre uma patologia
benigna da préstata e um adenocarcinoma da prdstata, num
individuo que se suspeite estar atingido por uma destas
doencas no qual se realiza um teste imunoldgico tal como

definido anteriormente.

A presente invencdo tem em particular como objecto um tal
método no qual, entre outros, se compara o valor de uma das
razdes mencionadas anteriormente com um valor de
diferenciacdo predeterminado escolhido, segundo o tipo de

razdo utilizado, de modo que os valores da referida razdo que
14



sejam superiores, ou respectivamente, inferiores ao referido
valor de diferenciacdo sejam representativos dos valores
observados nos pacientes afectados por uma patologia benigna
da préstata reconhecida, e de modo inverso que os valores da
referida razdo que sejam inferiores ou, respectivamente,
superiores, ao referido wvalor de diferenciacéo sejam
representativos dos valores observados em individuos
reconhecidos como estando afectados pelo adenocarcinoma da
prbéstata reconhecido, e conclui-se do resultado da referida
comparacdo ou da presenca de uma patologia benigna da

prbéstata ou a presenca de um adenocarcinoma da prdstata.

Na préatica, os valores de diferenciacdo s&o andlogos aos

valores alvo discutidos acima.

A presente invencdo tem ainda como objecto um método de
diagnéstico de um adenocarcinoma da prdéstata num idividuo que
se suspeite estar atingido pelo referido adenocarcinoma, no

qual:

- gse determina a quantidade de PSA livre activo e a
quantidade de PSA 1livre inactivo tal como definida na

reivindicacdo 1, numa amostra recolhida desse individuo,

- neste caso, determina-se a gquantidade de uma forma de PSA
diferente do PSA livre activo e diferente do PSA livre
inactivo tal como definida na reivindicacdo 1, numa amostra
da mesma natureza recolhida do mesmo individuo, sendo a

referida outra forma tal como definida na reivindicacdo 18.

- determina-se o valor de uma das seguintes razdes:
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* a razdo da gquantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
livre activo,

* a razdo da gquantidade de PSA livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
livre total,

* a razdo da quantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
total,

* a razdo da gquantidade de PSA livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA

complexado,

ou os inversos destas razbes, ou combinacbes destas razdes,

- compara-se o valor da razdo assim determinada com um valor
alvo predeterminado escolhido, segundo o tipo de razéo
utilizado, de modo que os valores da referida razdo sejam
superiores ou, resgpectivamente inferiores ao referido valor
alvo sejam representativos dos valores observados em
pacientes afectados por um adenocarcinoma da prdstata
reconhecido, e de modo que inversamente os valores da
referida razdo inferiores ou, respectivamente, superiores ao
referido wvalor alvo sejam representativos dos valores
observados em individuos reconhecidos como ndo estando
afectados por um adenocarcinoma da préstata e que se conclui
do resultado da referida comparacdo seja da presenca ou da

auséncia de um adenocarcinoma da probstata.

A presente invencdo tem, entre outros, como objectivo um
método de diagndético que permite diferenciar entre uma

patologia benigna da préstata e um adenocarcinoma da
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préstata, num individuo suspeito de estar atingido por uma

destas doencas, no qual:

- gse determina a quantidade de PSA livre activo e a
quantidade de PSA livre inactivo tal como definida na

reivindicacdo 1, numa amostra recolhida desse individuo,

- neste caso, determina-se a quantidade de uma forma de PSA
diferente do PSA 1livre activo e diferente do PSA livre
inactivo tal como definida na reivindicacdo 1, numa amostra
da mesma natureza recolhida do mesmo individuo, sendo a

referida outra forma tal como definida na reivindicacédo 15,

- determina-se o valor de uma das seguintes razdes:

* a razdo da gquantidade de PSA livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
livre activo,

* a razdo da quantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
livre total,

* a razdo da quantidade de PSA livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA
total,

* a razdo da quantidade de PSA 1livre inactivo tal como
definido na reivindicacdo 1, em relacdo a quantidade de PSA

complexado,

ou o0s inversos destas razdes, ou combinacdes destas razdes,

- compara-se o valor da razdo assim determinada com um valor
alvo predeterminado escolhido, segundo o tipo de razéo

utilizado, de modo que o0s valores da referida razdo sejam
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superiores ou, resgpectivamente inferiores ao referido valor
de diferenciacdo sejam representativos dos valores observados
em pacientes afectados por uma patologia benigna da préstata
reconhecida, e de modo que inversamente os valores da
referida razdo que sejam inferiores ou, respectivamente,
superiores ao referido valor de diferenciacéo sejam
representativos dos valores observados em individuos
reconhecidos como estando afectados por um adenocarcinoma da
prbéstata reconhecido, e que se conclui do resultado da
referida comparacdo seja da presenca de uma patologia benigna
da proéstata, seja da presenca de um adenocarcinoma da

prbstata.

A  presente invencdo tem ainda como objecto um kit de
diagndéstico que permite diagnosticar um adenocarcinoma da
proéstata num individuo suspeito de estar atingido pelo
referido adenocarcinoma, ou permitindo diferenciar entre uma
patologia benigna da préstata e um adenocarcinoma da probstata
num individuo suspeito de estar atingido por uma destas

doencas, compreendendo o referido kit:

- anticorpos de acordo com a invencdo para dosear o PSA livre
inactivo tal como definido na reivindicacdo 1, numa amostra
bioldbgica,

- meios para dosear o PSA livre activo numa amostra bioldgica
da mesma natureza, e eventualmente

- meios para dosear uma forma de PSA diferente do PSA livre
inactivo, tal como definido na reivindicacdo 1, e diferente
do PSA livre activo numa amostra bioldégica da mesma natureza,
sendo a referida outra forma tal como definida na

reivindicacdo 19.
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Entre os modos utilizdveis no referido kit, wutiliza-se em
particular anticorpos que se ligam especificamente a forma de

PSA que se prentende quantificar.

Os exemplos seguintes ilustram a invencdo sem no entanto a

limitar.
Exemplo 1l: Producgao e caracterizacéo de anticorpos
monoclonais

Producédo de anticorpos monoclonais que se ligam a PSA

ImunizamSe ratinhos fémea BALB/c JYCo, com 4 a 6 semanas de
idade (IFFA Credo) por injeccdo intraperitoneal com 15 npg de
PSA purificado (PSA de origem seminal fornecido por SCIPAC)
emulsificados com um volume idéntico de adjuvante completo de
Freund, seguida por cinco injecc¢des de adjuvante incompleto,
sendo as 1injeccdes espacadas de duas semanas. Quatro dias
apbs a ultima injeccdo, as células do ratinho sdo recolhidas
e fusionées, segundo o método de Kohler e Milstein, com
células da linha celular de ieloma de ratinho Sp 2/0-Agl4.
Depois, estas células s&do colocadas em cultura durante 12 a
14 dias. Os sobrenadantes das culturas s& recuperados e
depois submetidos a um teste segundo um método ELISA no qual
a fase sdélida é revestida com o antigénio utilizado para a
imunizacdo. As coldnias positivas, ou seja, gue reagem
positivamente em relacdo ao PSA, sdo sub-clonadas duas vezes
poe diluiton limite. Clutiva-se os clones seleccionados em
ascites do modo convencional. A fraccdo IgG de cada fluido
ascitico é purificada por cromatografia em coluna de proteina
A-Sepharose 4 FF, segundo as instrucdes do fabricante

(PHARMACIA) .
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Exemplo 2: Determinacdo da especificidade dos anticorpos

monoclonais em relacdo a forma livre, complexada e total do

PSA

Revestem-se placas de 96 pocos (Nunc) com 100 pL de uma
solucdo compreendendo 1 mg/L de PSA ndo complexado (fornecido
por SCIPAC), de complexo PSA-ACT (fornecido pelos
laboratdérios SCRIPPS) ou de ACT (igualmente fornecido pelos
laboratérios SCRIPPS) em 0,05 mmol/L de tampdo carbonato, pH
9,6. Apds incubacdo durante uma noite a tempertura ambiente,
as placas sdo lavadas trés vezes com uma solucdo salina
tamponizada com fosfato (PBS; 50 mmol/L de tampdo fosfato, pH
7,2, 150 mmol/L NaCl) contendo 0,5 mL/L de Tween 20 (PBS-T),
e bloqueada durante 1 hora a 37°C com PBS contendo 10 g/L de
extracto de leite liofilizado. Depois as placas sdo lavadas
uma segunda vez com PBRS-T. Adiciona-se em cada poco de cada
placa 100 pL de fluido ascitico diluido de 107! a 107° em PBS-
T, e depois incuba-se durante uma hora a 37°C. Lava-se de
seguida as placas com PBS-T, e adiciona-seem cada poco de
cada placa 100 pL de IgG de cabra anti-ratinho conjugado com
fosfatase alcalina (Jackson ImunoResearch Laboratoris) com
uma diluicdo de 1:2000 em pBS-T contendo 10 g/L de albumina
sérica bovina (BSA); (SIGMA). Incuba-se as placas durante uma

hora a 37°C e depois lavam-se com PBS-T.

O substrato, uma solucdo de p-nitrofeni-fosfato (SIGMA) &
adicionado durante 30 minutos. A actividade enximatica &
bloqueada com uma solucdo de NaOH a 1 mol/L e a absorvédncia é

medida a 405 nm com um leitor de placas ELISA (BioMérieux).

Pode-se assim seleccionar varios anticorpos que reconhecem o
PSA livre, mas que ndo reconhecem nem o PSA complexado, nem o
ACT.
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Exemplo 3: Comparacido da especificidade em relacdo as formas

inactiva e activa do PSA

De modo a se prosseguir a caracterizacdo da especificidade
dos anticorpos, preparou-se PSA que apresenta as

caracteristicas desejadas.

Assim, realizou-se a sintese de PSA através da linha celular
ILNCaP segundo a técnica descrita nos artigos “LNCaP Produces
both putative zymogen and inactive, free form of prostate
specific antigen”, E. Corey et al., 1998, Prostate 35: 135-
143, “Androgen-sensitive human prostate cancer cell, LNCaP,
produces both N-terminally mature and truncated prostate
specific antigen isoform”, A. Herrala et al., 1997, Eur. J.
Biochem. 255: 329-335, e “Production of milligram
concentration of free prostate specific antigen (fPSA) from
INCaP cell culture: Difference between fPSA from LNCaP cell
and seminal plasma.”, J. T. Wu et al., 1998, J. Clin. Lab.
Anal. 12: 6-13.

O PSA assim produzido pela linha celular LNCaP é composto de
PSA na forma de zimogénio, de PSA maturo enzimaticamente
activo, de PSA inteiro inactivo assim como de formas clivadas

ou truncadas inactivas de PSA.

Além disso, a cultura da 1linha celular ¢ realizada na
presenca de soro fetal Dbovino, gque contém ACT, estando
igualmente presente uma proporcdo do complexo PSA-ACT. Este
PSA de origem celular ¢é entdo wuma boa ferramente para
evidenciar a especificidade de reconhecimento dos diferentes

anticorpos monoclonais anti-PSA livre obtidos no exemplo 2.
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Sdo cultivadas células LNCaP num meio sintético ao qual se
juntou soro fetal Dbovino. O0Os diferentes sobrenadantes de
cultura contendo o PSA secretado s&o reunidos, divididos em

fraccdes idénticas de 380 mL.

Realizam-se imunoabrorventes através do acoplamente de modo
idéntico de anticorpos monoclonais anti-PSA obtidos no
exemplo 2 num aresina de Sepharose. Formam-se assim colunas
de afinidade contendo gquantidades de esina idénticas. Cada
fraccdo de PSA celular ¢ imunopurificada numa destas colunas
de afinidade, e o PSA fixado por cada anticorpo monoclonal é
eluido da coluna, primeiro através de uma solucdo é&cida
(glicina 0,1 M e pH 2,8), depois por uma solucdo béasica (DEA
0,1 M e pH 11). Os eluatos s&do de seguida imediatamente

neutralizados para preservar a actividade do PSA.

O PSA contido nas diferentes fraccdes obtidas é analisado:
apds se ter quantificado, a sua actividade enzimatica é
medida. Depois, as diferentes formas de PSA contidas nos
eluatos sdo caracterizadas por Western Blot apbds

electroforese em gel de SDS-PAGE.

(1) Quantidade de PSA contida nos eluatos

A quantidade de PSA em cada fraccdo &acida ou béasica ¢é
determinada por um método ELISA wutilizando um anticorpo
policlonal anti-PSA de modo a assegurar gque o PSA seré

doseado na sua totalidade.

Na tabela 1 abaixo, apresentam-se os resultados obtidos com 3
anticorpos particulares, especificos da forma livre do PSA,

obtidos no exemplo 2.
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TABELA 1

Doseamento do PSA imunopurificado com os anticorpos monoclonais anti-PSA (fracgdes

“eluigbes dcidas” e “eluigbes basicas”)

ELUICAO ACIDA ELUICAO BASICA
Anticorpos Concentracdo | Volume Quantidade | Concentracdo | Volume Quantidade
monoclonais (pg/mL) da de PSA (pg/mL) da de PSA
fraccdo eluida fraccdo eluida
(mL) (ng) (mL) (ng)
1 0,289 3,6 1,0 0,003 9,5 0,0
2 0,412 7,1 2,9 0,001 10,0 0,0
3 0,593 5,1 3,0 0,006 9,4 0,1
Sobrenadante 0,061 380, 0 23,2
celular de
partida

Os resultados obtidos da tabela 1 mostram que o PSA se
encontra exclusivamente nas fraccdes “eluatos &cidos” e que
todos o©0s anticorpos monoclonais ndo retiveram a mesma

quantidade de PSA.

(ii) Actividade enzimdtica especifica do PSA purificado com

auxilio destes anticorpos

A actividade enzimdtica do PSA contido nas fraccgdes “eluicéo
dcida” ¢ medida num substrato do tipo quimotripsina, S$-2586
(MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA.HC1), obtida de Chromogenix  AB
(M6lndal, Suécia). Esta actividade ¢é determinada em 60 pL de
amostra, e a actividade especifica ¢é calculada a partir da

concentracdo determinada no paragrafo anterior.

Os resultados s&do apresentados na tabela 2 abaixo.
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TABELA 2

Actividade enzimatica especifica do PSA celular

imunopurificado
Anticorpos monoclonais Actividade especifica do PSA
(ADO/min/pg de PSA x 1000)

1 21,6

2 1,2

3 0,9
Sobrenadante celular de 11,6

partida

Os resultados mostram que a actividade enzimédtica especifica
do eluato &4cido obtido com o anticorpo anti-PSA n°l é duas
vezes mais elevada do que a actividade do sobrenadante

celular de partida, antes da imunopurificacéo.

Este anticorpo enriqueceu assim o PSA purificado de forma
enzimaticamente activa. Além disso, este anticorpo n°l
reconhece uma forma 1livre do PSA. Por conseguinte, o)
anticorpo n~1 reconhece essencialmente a forma livre activa

do PSA.

A activiade enziméatica especifica dos euatos acidos obtidos
com os anticorpos n°2 e 3 é muito fraca. Tal mostra que estes
anticorpos retiveram essencialmente PSA sob a sua forma
inactiva. Como estes anticorpos s&o especificos de um aforma
livre do PSA, reconhecem essencialmente o PSA sob a sua forma

livre inactiva.

Além disso, sabe-se que a tripsina é capaz de transformar o
PSA na forma de =zimogénio em PSA enzimaticamente activo. E
por 1isso que de modo a determinar se o PSA na forma de

zimogénio tinha sido retido, aquando das operacdes de
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cromatografia de afinidade descritas acima, pelos anticorpos
monoclonais anti-PSA, a actividade enzimédtica dos “eluatos
dcidos” foi medida na presenca de tripsina. A actividade
especifica dos eluatos, determinada com ou sem tripsina, é
idéntica. Por conseguinte, os eluatos &cidos obtidos com os
anticorpos n® 1, 2 e 3, como descrito acima, n&do contém PSA

sob a forma de zimogénio.

Assim, nenhum dos anticorpos n® 1, 2 e 3 reconhece forma de

zimogénio do PSA.

2) Imunoanédlise efectuada apbds electroforese em gel SDS-PAGE

As diferentes formas de PSA presentes nos eluatos
provenientes das colunas nas quais sdo fixadas os anticorpos
n® 1, 2 e 3 foram separadas por electroforese em gel de
acrilamida em condic¢cées redutoras, e a deteccdo do PSA por
Western Blot é realizada com um anticorpo que reconhece o PSA

total.

Os Western Blot realizados confirmam que estd presente PSA em
todas as amostras testadas provenientes da eluicdo &acida, em
proporcdes correlacionadas com as quantidades determinadas na
tabela 1, enquanto gue as amostras provenientes das eluicdes

badsicas ndo o contém.

Os Western Blot realizados confirmam igualmente que oS
anticorpos n°® 1, 2 e 3 ndo retiveram o complexo PSA-ACT.
Finalmente, por comparacdo com o PSA obtido como indicado no
exemplo 3 utilizado como controlo, as eluicgdes é4cidas contém
formas de PSA tendo um peso molecular normal (33 kDa), e
igualmente formas com um peso molecular inferior.

24-10-2006
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpos ou fragmentos de anticorpos que se ligam

especificamente ao PSA livre inactivo, sendo o referido PSA

livre inactivo constituido por PSA livre inactivo clivado e

pela forma de zimogénio do PSA, os referidos anticorpos

sendo anticorpos policlonais purificados ou anticorpos

monoclonais.

2. Anticorpos ou fragmentos de anticorpos segundo a

reivindicagao 1, que sado anticorpos monoclonais.

3. Hibridoma gque produz anticorpos monoclonais tais como

definidos na reivnidicacao 2.

4. Reactivo para teste imunoldgico contendo anticorpos ou
fragmentos de anticorpos tais como definidos na

reivindicacao 1 ou 2.

5. Reactivo para teste imunoldgico tal como definido na
reivindicagdao 4, no qual os referidos anticorpos ou
fragmentos de anticorpos estdo fixados a um suporte e/ou

estdo ligados a um marcador.

6. Teste imunoldgico para a determinacao quantitativa de

PSA livre inactivo, sendo o referido PSA livre inactivo

constituido por PSA livre inactivo clivado e pela forma de

zimogénio do PSA numa amostra bioldgica recolhida num

individuo, no qual se coloca em contacto a referia amostra
com um reactivo tal como definido na reivindicacao 4 ou b5,
e se avalia a quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA ligado

aos referidos anicorpos ou fragmentos de anticorpos.



7. Teste imunoldégico segundo a reivindicagao 6, no qual,
entre outros, se avalia a quantidade de uma forma de PSA
diferente da forma livre inactiva presente numa amostra da

mesma natureza recolhida no mesmo individuo.

8. Teste imunoldgico segundo a reivindicacao 7, no qual a
referida outra forma de PSA é escolhida entre o PSA livre

activo, o PSA livre total, o PSA complexado e o PSA total.

9. Teste imunoldgico segundo qualquer uma das
reivindicagdes 7 a 8, no qual, etre outros, se determina

pelo menos uma razdo da quantidade de PSA livre inactivo,

sendo o referido PSA livre inactivo constituido por PSA

livre inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA a

quantidade da outra forma referida, ou os inversos destas

razdes, ou combinacdes destas razdes.

10. Teste imunoldgico segundo a reivindicacg¢do 9, no qual,
entre outros, se determina pelo menos uma razao escolhida
entre a razdo da quantidade de PSA livre em relacdo a
quantidade de PSA livre total, ou a razao da quantidade de
PSA livre activo em relacdo a quantidade de PSA total, ou a
razdao da quantidade de PSA 1livre activo em relacao a
quantidade de PSA complexado, ou os inversos destas razdes,

ou combinac¢des destas razdbes.

11. Teste imunoldégico segundo as reivindicacgdes 8 a 10, na

qual a referida outra forma & o PSA livre activo.

12. Método de diagndéstico de uma patologia benigna da
préstata ou de diferenciacadao entre uma patologia benigna da
préstata e um adenocarcinoma da prdstata num individuo, no

qual se mede o teor em PSA livre inactivo, sendo o referido

PSA livre inactivo constituido por PSA 1livre inactivo




clivado e pela forma de zimogénio do PSA numa amostra

proveniente do referido individuo por intermédio de um

teste imunoldgico tal como definido nas reivindicacdes 6 a

it

13. Método segundo a reivindicacdao 12, na dqual, entre
outros, se compara o referido teor a uma escala de valores
predeterminados, sendo 0s referidos valores aqueles
observados nos ©pacientes afectados por uma patologia
benigna da prdéstata reconhecida e agueles observados em
pacientes afectados por um adenocarcinoma da prodstata
reconhecido, e conclui-se do resultado desta comparacao
seja a presenca de uma patologia benigna da préstata seja a

presenca de uma denocarcinoma da préstata.

14. Método segundo as reivindicagdes 12 ou 13, no gual,
entre outros, se comparao valor da razadao assim determinada
com um valor de diferenciacdao predeterminado escolhido,
segundo o tipo de razadao utilizado, de modo que os valores
da referida razao gue sejam superiores, ou respectivamente,
inferiores ao referido valor de diferenciacdo sejam
representativos dos valores observados nos pacientes
afectados por uma patologia benigna da prostata
reconhecida, e de modo inverso que os valores da referida
razao que sejam inferiores ou, respectivamente, superiores,
ao referido valor de diferenciacdo sejam representativos
dos wvalores observados em individuos reconhecidos como
estando afectados pelo adenocarcinoma da prostata
reconhecido, e conclui-se do resultado da referida
comparacao ou da presenca de uma patologia benigna da

préstata ou a presenca de um adenocarcinoma da prdstata.

15. Método segundo qualquer uma das reivindicacdes 12 a

14, no qual:



- se determina a quantidade de PSA livre activo e a

quantidade de PSA 1livre inactivo, sendo o referido PSA

livre inactivo constituido por PSA livre inactivo clivado e

pela forma de zimogénio do PSA numa amostra recolhida desse

individuo,

- neste caso, determina-se a quantidade de uma forma de PSA
diferente do PSA 1livre activo e diferente do PSA livre

inactivo, sendo o referido PSA livre inactivo constituido

por PSA livre inactivo clivado e pela forma de zimogénio do

PSA numa amostra da mesma natureza recolhida do mesmo

individuo, sendo a referida forma escolhida entre o PSA

livre total, o PSA total e o PSA complexado,

- determina-se o valor de uma das seguintes razdes:

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a gquantidade de PSA livre activo,

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a gquantidade de PSA livre total,

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a quantidade de PSA total,

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a quantidade de PSA complexado,

ou os inversos destas razdes, ou combinacdes destas razdes,



- compara-se o valor da razdao assim determinada com um
valor de diferenciacdo predeterminado escolhido, segundo o
tipo de razao utilizado, de modo gue os valores da referida
razdo sejam superiores ou, respectivamente inferiores ao
referido valor de diferenciacdao sejam representativos dos
valores observados em pacientes afectados por uma patologia
benigna da prdstata reconhecida, e de modo gue inversamente
o8 valores da referida razdao gue sejam inferiores ou,
respectivamente, superiores ao referido valor de
diferenciagdo sejam representativos dos valores observados
em individuos reconhecidos como estando afectados por um
adenocarcinoma da prdstata reconhecido, e que se conclui do
resultado da referida comparacgdo seja da presencga de uma
patologia benigna da prdstata, seja da presenca de um

adenocarcinoma da préstata.

16. Método de diagndéstico de um adenocarcinoma da prdstata
num 1individuo suspeito de ser atingido pelo referido
adenocarcinoma, sem praticar qualguer bidpsia, no qual se
utiliza um teste imunoldgico tal como definido segundo as

reivindicagdes 6 a 11.

17. Método segundo a reivnidicacdo 16, no qual, entre
outros, se compara ao valor da razdo assim determinado com
um valor alvo predeterminado escolhido, segundo o tipo de
razado utilizado, de modo que os valores da referida razao
que sejam superiores, ou respectivamente, inferiores ao
referido wvalor alvo sejam representativos dos valores
observados nos pacientes afectados por um adenocarcinma da
préstata reconhceido, e de modo inverso que os valores da
referida razao que sejam inferiores ou, respectivamente,
superiores, ao referido valor alvo sejam representativos
dos valores observados em individuos reconhecidos como nao

estando afectados pelo adenocarcinoma da prostata



reconhecido, e conclui-se do resultado da referida
comparacao ou da presenca ou da auséncia de um

adenocarcinoma da préstata.

18. Método segundo a reivindicacao 16 ou 17, no qual:

- se determina a quantidade de PSA livre activo e a

quantidade de PSA livre inactivo, sendo o referido PSA

livre inactivo constituido por PSA livre inactivo clivado e

pela forma de zimogénio do PSA numa amostra recolhida desse

individuo,

- neste caso, determina-se a quantidade de uma forma de PSA
diferente do PSA livre activo e diferente do PSA livre

inactivo, sendo o referido PSA livre inactivo constituido

por PSA livre inactivo clivado e pela forma de zimogénio do

PSA numa amostra da mesma natureza recolhida do mesmo

individuo, escolhida entre o PSA livre total, o PSA total,

o PSA complexado,

- determina-se o valor de uma das seguintes razdes:

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a gquantidade de PSA livre activo,

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a gquantidade de PSA livre total,

* a razao da quantidade de PSA livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacdo a quantidade de PSA total,



* a razao da quantidade de PSA 1livre inactivo, sendo o

referido PSA livre inactivo constituido por PSA livre

inactivo <clivado e pela forma de zimogénio do PSA em

relacao a guantidade de PSA complexado,

ou os inversos destas razdes, ou combinacdes destas razdes,

- compara-se o valor da razdo assim determinada com um
valor alvo predeterminado escolhido, segundo o tipo de
razadao utilizado, de modo que os valores da referida razao
sejam superiores ou, respectivamente inferiores ao referido
valor alvo sejam representativos dos valores observados em
pacientes afectados por um adenocarcinoma da prdstata
reconhecido, e de modo gue inversamente os valores da
referida razdao que sejam inferiores ou, respectivamente,
superiores ao referido valor alvo sejam representativos dos
valores observados em individuos reconhecidos como nao
estando afectados por um adenocarcinoma da préstata
reconhecido, e que se conclui do resultado da referida
comparacao seja da presenca ou da auséncia de um

adenocarcinoma da préstata.

19. Kit de diagndéstico que ©permite diagnosticar um
adenocarcinoma da préstata num individuo suspeito de estar
atingido pelo referido adenocarcinoma, ou permitindo
diferenciar entre uma patologia benigna da prdéstata e um
adenocarcinoma da préstata num individuo suspeito de estar
atingido por uma destas doencas, compreendendo o referido

kit:

- anticorpos de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2 para

dosear o PSA livre inactivo, sendo o referido PSA livre

inactivo constituido por PSA livre inactivo clivado e pela

forma de zimogénio do PSA numa amostra bioldgica, e/ou




- meios para dosear o PSA livre activo numa amostra
bioldgica da mesma natureza, e eventualmente
- meios para dosear uma forma de PSA diferente do PSA livre

inactivo, sendo o referido PSA livre inactivo constituido

por PSA livre inactivo clivado e pela forma de zimogénio do

PSA e diferente do PSA livre activo numa amostra bioldgica

da mesma natureza, escolhia entre o PSA livre total, o PSA

total e o PSA complexado.

20. Kit segundo a reivindicacdo 19, no qual os referidos

meios sdao anticorpos.
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