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DESCRIPCION
Método especifico de deteccidn de cancer de préstata basado en el gen PCA3, y kits para el mismo.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere, en general, al cancer de préstata. Mas especificamente, la presente invencion se
refiere a un método para diagnosticar el cancer de prdstata en un paciente mediante la deteccion de una secuencia
de PCA3, y mas en particular un ARN de PCAS3, y la secuencia de PCA3 detectada en una muestra del paciente esta
asociada especificamente al cancer de prostata. La invencion se refiere ademas a equipos que contienen cebadores
de acido nucleico y sondas de acido nucleico para realizar un diagndstico, determinacion, o prondstico en un ser
humano que parece cancer de prostata.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A lo largo de la ultima década, el cancer de préstata se ha convertido en la neoplasia maligna diagnosticada con mas
frecuencia en hombres, y la segunda causa mas destacada de muerte por cancer en hombres de la poblacién
occidental, tras el cancer de pulmon.

La deteccion y el tratamiento tempranos del cancer de préstata antes de que se haya propagado desde la glandula
de la prostata reduce la mortalidad de la enfermedad. Esto es especialmente cierto para hombres jévenes, que
tienen mayor riesgo de morir por esta neoplasia maligna perniciosa pero de crecimiento lento. Esta comprension ha
estimulado los intentos cada vez mayores de realizar un diagnéstico y tratamiento tempranos. De hecho, la Sociedad
Americana del Cancer y la Asociacién Americana de Urologia recomiendan que la poblacion masculina en general
se someta a una prueba de cribado anual del cancer de préstata comenzando a los 50 afios de edad. La edad
recomendada para el cribado se reduce a 40 para hombres que tienen un historial familiar de cancer de prostata u
otros factores de riesgo.

Con este interés creciente en el cribado del cancer de préstata, se estan examinando de manera rutinaria mas
hombres que nunca antes en busca de cancer de prostata. No es sorprendente que esta practica haya incrementado
la deteccion temprana del inicio de la enfermedad, tal como se refleja por un incremento aparente de la incidencia
del cancer de préstata y una disminucién de la edad media aparente de diagnostico. La esperanza clinica es que la
deteccién temprana del cancer de préstata antes de que exista metastasis reducira la tasa de mortalidad global. Los
contribuyentes de la asistencia sanitaria desean el cribado y la deteccién temprana para que esto se traduzca en una
reduccion de la carga de la asistencia sanitaria, ya que el tratamiento temprano puede ser menos radical, mas eficaz
y, por lo tanto, proporcionar un coste menor por cada paciente tratado. La clave para llevar a cabo este objetivo
sigue siendo proporcionar mejores herramientas de diagnéstico diferencial.

El cribado del cancer de préstata implica actualmente tanto la palpacién de la préstata mediante tacto rectal como el
andlisis de los niveles plasméaticos del antigeno especifico de prdstata (PSA). EI PSA es una serin proteasa
producida por el epitelio prostatico que se secreta normalmente en el liquido seminal para licuarlo. La alteracion de
la integridad anatdmica de la glandula prostatica puede afectar a las barreras celulares que limitan normalmente el
PSA al interior del sistema de conductos de la préstata, lo que permite que se disperse a la sangre o la orina. Varias
afecciones pueden dar como resultado el escape del PSA a la sangre. Estas incluyen la inflamacion de la prostata,
retencion urinaria, infeccién prostética, hiperplasia prostatica benigna, y cancer de prostata. La manipulacion fisica
de la prostata también puede incrementar los niveles séricos de PSA, pero un estimulo suave, tal como un tacto
rectal (TR), no incrementa normalmente el PSA sérico. Por lo tanto, no es sorprendente que el cribado del PSA
sérico como indicador del cancer de prostata no tenga un valor de diagndstico absoluto.

A pesar del hecho de que la medida de los niveles sanguineos de PSA puede ser el resultado de una diversidad de
causas diferentes, aun asi es la base del cribado primario del cancer de prostata. La medida del PSA total (tPSA)
como ensayo de diagnéstico para predecir el cancer de préstata se ha estado utilizando desde 1991. Los niveles de
4 ng/ml 0 mayores en suero sanguineo se consideran anormales y con valor de prondstico de cancer de prostata.
Sin embargo, la sensibilidad de tales niveles elevados de tPSA es solamente del 79%; por lo que se deja sin detectar
un 21% de pacientes con cancer de préstata. La especificidad para todos los valores de tPSA de 4 ng/ml o mas es
muy escasa. Ademas, se ha informado que las estimaciones de especificidad para los niveles de tPSA > 4,0 ng/ml
estan en el intervalo del 20% al 59%, con una media de alrededor del 33%. La gran mayoria de falsos positivos se
demuestra finalmente que son hiperplasias prostaticas benignas. La especificidad es la mas baja para el tPSA
moderadamente elevado, en la denominada zona gris de 4 a 10 ng/ml. Este nivel bajo de especificidad da como
resultado otros procedimientos de diagnoéstico mas invasivos y costosos, tales como ultrasonido transrectal y
biopsias de prostata. Tales pruebas son innecesarias, y también muy traumaticas para el paciente. Tampoco se
deberia subestimar el impacto psicologico de haber recibido un diagnéstico positivo hasta que se demuestra que es
un falso positivo.

Debido a las desventajas del tPSA, la investigacion se ha centrado en intentar desarrollar derivados de PSA para
incrementar la sensibilidad y especificidad de esta aproximacion de diagnéstico general.

Una madificacion es el PSA libre (fPSA), que fue aprobado por la FDA en 1998. El PSA en el suero se puede hallar
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en una forma sin unir o complejado con inhibidores de proteasas circulantes, de manera mas habitual con alfa-1-
antitripsina (ACT). Los médicos han demostrado que la proporcion de PSA unido a ACT era significativamente mayor
en hombres con cancer de préstata que en hombres sin afectacién, o en aquellos con hipertrofia prostatica benigna
(BPH). Como directriz, si el 25% o menos del PSA total esté libre, esto es un indicador de un posible cancer de
prostata. El andlisis del fPSA se aprobé para el uso en hombres con tPSAs de 4 a 10 ng/ml. Asi, el analisis de fPSA
se situd para mejorar la especificidad respecto de la del tPSA solo. Sin embargo, la capacidad de prediccién del
andlisis de fPSA no es tan buena en personas con niveles de tPSA realmente bajos o realmente altos. El tPSA muy
bajo, independientemente del fPSA medido, tiene valor prondstico de no tener cancer, mientras lo contrario es cierto
con niveles muy elevados de tPSA. La utilidad diagnostica del fPSA es relativamente limitada, ya que puede estar
asociada a BPH o cancer de préstata. Se ha demostrado que el uso de fPSA en combinacién con tPSA reduce el
namero de biopsias innecesarias en alrededor de un 20%.

Evidentemente, la biopsia de préstata es el método de referencia para confirmar el cancer de préstata. Sin embargo,
incluso una biopsia no es segura al 100%. El método de referencia es la biopsia sextante, en la que la recogida de
muestras de tejido se guia mediante ultrasonido transrectal. A menudo, las seis muestras no detectan el cancer, y es
necesario un segundo procedimiento de biopsia o mas de seis muestras.

A pesar de las mejoras en el cribado del cancer de préstata que han surgido en los Ultimos diez afios, sigue
existiendo una gran necesidad insatisfecha en cuanto a la sensibilidad y especificidad del diagnéstico, incluso
cuando estas herramientas se usan en combinacion. Uniendo esto a la gran incidencia del cancer de préstata y a la
necesidad de una deteccion temprana y precisa, el potencial de una auténtica herramienta de diagnéstico diferencial
es muy significativo.

Hace unos afios se descubrié un nuevo marcador de cancer de préstata, PCA3, mediante un andlisis de expresion
diferencial destinado a destacar los genes asociados al desarrollo de cancer de prostata (documentos USN
09/402.713; 09/675.650; 09/996.953; 60/445.436; WO 98/45420; y WO 01/23550). PCA3 esta localizado en el
cromosoma 9, y estd compuesto de cuatro exones. Codifica al menos cuatro transcritos diferentes que se generan
mediante corte y empalme alternativo y poliadenilacion. Mediante andlisis de RT-PCR, se descubrié que la expresion
de PCAS3 se limitaba a la prostata y no existia en todos los demas tejidos, lo que incluye testiculo, ovario, mama y
vejiga. El analisis mediante transferencia de Northern demostré que PCA3 se expresa de manera elevada en la gran
mayoria de tumores de préstata examinados (47 de 50), mientras que no se detecta expresion, o se detecta una
expresion muy baja, en la hiperplasia prostatica benigna o en las células de prdstata normales de los mismos
pacientes [Cancer Res., 1999. 1 de dic.: 59(23):5975-9]. Ademas, un estudio reciente que compara el rendimiento
clinico del ARN de telomerasa RT y la deteccion de ARN de PCA3 en el caso del cancer de préstata demostré que el
gen de PCA3 se puede considerar un marcador mejor [Cancer Res., 2002. 1 de mayo; 62(9):2695-8].

El gen de PCA3 esta compuesto de 4 exones (el-e4) y 3 intrones (i1-i3). Aunque PCA3 parece reconocerse como el
mejor marcador de cancer de préstata identificado hasta ahora, esta especificidad se ha rebatido en la bibliografia.
Por ejemplo, Gandini et al. 2003, reivindica que la expresion especifica de prostata de PCAS3 se limita a la del exén 4
del gen de PCA3. Ademas, el uso de PCA3 como marcador de cancer de prostata también se ha visto dificultado por
la incapacidad de diferenciar los acidos nucleicos de PCA3 especificos de cancer de prostata y de PCA3 expresados
en tejidos que no son de préstata [Bussemakers et al., 1999; de Kok et al., 2002; y Hessels et al., 2003].

Asi, sigue existiendo la necesidad de aclarar la cuestidon de la especificidad del marcador PCA3 y proporcionar
herramientas que identificaran especificamente las secuencias de PCA3 asociadas al cancer de prostata.

La presente invencidn busca cumplir estas y otras necesidades.

A la vista del hecho de que el cancer de préstata avanzado sigue siendo una enfermedad potencialmente mortal que
afecta a una proporcion muy significativa de la poblacién masculina, sigue existiendo la necesidad de proporcionar
los métodos y equipos de deteccion del cancer de préstata méas especificos, selectivos y rapidos.

La presente invencion busca cumplir estas y otras necesidades.

Ademas, el uso de PCA3 como marcador de cancer de préstata también se ha visto dificultado por la incapacidad de
diferenciar los acidos nucleicos de PCA3 especificos de cancer de préstata y de PCA3 expresados en tejidos que no
son de prostata [Bussemakers et al., 1999; de Kok et al., 2002; y Hessels et al., 2003].

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos de diagnostico y equipos que detectan el cancer de préstata de una
manera mas especifica y selectiva que los métodos y equipos de la técnica anterior.

Los métodos de la invencion se pueden llevar a cabo in vitro, ex vivo, o in vivo.

Un objetivo de esta invenciéon es describir un método para detectar el cancer de prdstata en un paciente, y en
especial en una muestra de orina detectando el ARN de PCA3 que esta asociado al cancer de prostata.
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La invencion describe un método in vitro para diagnosticar o pronosticar el cancer de prostata en un paciente que
comprende amplificar un ARN de PCA3 especifico de cancer de prdstata sometido a corte y empalme que carece de
al menos un intron de una muestra de orina de un paciente mediante el uso de un par de cebadores, en el que un
cebador es especifico para una union exén-exon de PCA3, y detectar un producto de amplificacion derivado del
mismo, en el que dicho producto de amplificacion estd asociado a la presencia de cancer de préstata o a la
predisposicion a él en dicho paciente.

En una realizacion particular, el acido nucleico de PCA3 que se identifica esta asociado a un estado prostatico
maligno y no esta asociado a un estado prostatico que no es maligno. En una realizacién particular, el acido nucleico
de PCA3 es mARN de PCA3. Tal como se describe en la presente memoria, la muestra es cualquier muestra de un
paciente que contiene una célula prostatica o acido nucleico de la misma en una cantidad suficiente para permitir su
amplificacion, y su deteccion. En una realizacién particular, el acido nucleico de PCA3 detectado es un mARN de
PCAS3 asociado al cancer de prostata, y la muestra es una muestra de orina.

En una realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para determinar el cancer de prostata en
un paciente, detectando en una muestra de orina la presencia de ARN de PCA3 que no contiene un intrén. En una
realizacion de la presente invencion, el ARN de PCA3 que se detecta es un ARN sometido a corte y empalme que
carece de un intrén (i3) entre los exones 3 y 4. En otra realizacion particular de la presente invencion, el ARN de
PCA3 que se detecta es un ARN sometido a corte y empalme que carece de intrones entre el exén 1y el exén 3. En
una realizacion especialmente preferida de la presente invencién, el ARN de PCA3 que se detecta es un ARN
sometido a corte y empalme que carece de intrones entre el exén 1 y el exdn 4. En una realizaciéon especialmente
preferida de la presente invencion, el ARN de PCA3 que se detecta es un ARN sometido a corte y empalme que
carece de al menos un intrén (p.ej. i1 entre los exones 1y 2 y/o i3 entre los exones 3 y 4). En una realizacion, se
selecciona como objetivo especificamente y se detecta un ARN de PCA3 que carece de al menos un primer intrén
entre los exones 1y 2. En otra realizacién, el ARN de PCA3 que se detecta carece de un intron (i3) entre los exones
3y 4. En otra realizacion particular, la secuencia detectada de PCA3 es un ARN de PCA3 sin intrones.

Tal como se describe en la presente memoria, el ARN especifico de cancer de préstata codificado por el gen de
PCA3 (es decir, ARN) se puede detectar mediante el uso de un método de amplificaciéon que amplifica una segunda
secuencia especifica de préstata (que no tiene que estar asociada al cancer de préostata) también contenida en la
muestra. Se pueden usar varias segundas secuencias especificas de prostata con tal de que puedan servir como
control para el ARN de prostata. Los ejemplos no limitantes de tales secuencias especificas de préstata incluyen
PSA (en este caso una secuencia especifica de préstata asociada a menudo con el cancer de préstata), y otros
miembros de la familia de calicreinas. La amplificacion de las secuencias de ARN de PCA3 especificas de cancer de
prostata, las secuencias y las secuencias especificas de préstata se puede llevar a cabo simultdneamente. La
amplificacion de PCA3 y la segunda secuencia especifica de prostata se puede llevar a cabo en la misma mezcla de
reaccion o en diferentes mezclas de reaccion, y de manera simultanea o no.

La invencion proporciona un método para detectar ARN de PCA3 especifico de cancer de préstata en una muestra.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método (y a equipos para el mismo; con respecto a los
componentes especificos del equipo, véase mas adelante) para diagnosticar o pronosticar el cancer de prostata en
un paciente, que comprende la deteccion de un ARN de PCA3 especifico de cancer de prostata sometido a corte y
empalme del paciente, que carece de al menos un intrén, en una muestra de orina de un paciente, que comprende al
menos un par de cebadores que estan disefiados para posibilitar la amplificacion del ARN de PCA3, en el que un
cebador es especifico para una union exén-exon del PCA3 y en el que el ARN de PCAS3 esté asociado a la presencia
de cancer de préstata o a la predisposicion a él en el paciente. En la presente invencion, el ARN de PCA3 carece de
al menos un intron. Se conocen numerosos métodos de deteccidn sensibles de acidos nucleicos, y se pueden
adaptar de acuerdo con el tipo de muestra, la sensibilidad de la deteccion, la cantidad de acido nucleico de PCAS3, y
similares. Tal como se describe en la presente memoria, la deteccion se efectdia con una sonda disefiada a partir de
las secuencias mostradas en la presente memoria, y puede abarcar una unién exon-exén de dicho ARN de PCAS.
La sensibilidad del método (y del equipo para el mismo) se puede incrementar llevando a cabo ademas una
amplificacion del &cido nucleico de PCA3. Se pueden usar numerosos métodos de amplificacion. Muchos de ellos se
describen en la presente memoria. En una realizacién particular, se amplifica acido nucleico de PCA3, y
preferiblemente ARN de PCA3 mediante el uso de un cebador que hibrida a una secuencia exénica del mismo. En
una realizacion adicional, la deteccion del ADN de PCA3 es una deteccidon de un ARN que carece de mas de un
intron. Como se describe en la presente memoria, se lleva a cabo normalmente, pero no necesariamente, después
de una amplificacion, en la que se puede usar una o mas sondas para detectar PCA3 que selecciona como objetivo
una union exén-exon. Los equipos que permiten tales métodos también estan dentro del alcance de la presente
invencion. Las permutaciones para utilizar cebadores en las diferentes uniones de exones, para usar sondas en una
0 mas uniones de exones, o para detectar ARN de PCA3 que carece de cierto intrén, mas de uno, etc., se ensefian
en la presente memoria, asi como los métodos para incrementar la sensibilidad, para capturar el &cido nucleico, y
similares, se ensefian o se ejemplifican en la presente memoria.

La invencién también proporciona equipos para detectar la presencia de ARN de PCAS3 especifico de cancer de
prostata sometido a corte y empalme que carece de al menos un intrén en una muestra de orina en un paciente, que
comprende al menos un par de cebadores que estan disefiados para permitir la amplificacién del ARN de PCA3, en
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el gue un cebador es especifico para una unién exon-exén de PCA3. Tal como se describe en la presente memoria,
el equipo de diagnoéstico puede comprender al menos un primer recipiente que contiene un par de cebadores que
pueden amplificar el acido nucleico de PCAS3 especifico de cancer de préstata anteriormente descrito (p.ej. ARN). El
equipo de diagndstico puede comprender ademdas un primer recipiente que contiene un par de cebadores que
pueden amplificar el ARN de PCA3 especifico de cancer de prostata anteriormente mencionado y un segundo
recipiente que contiene un par de cebadores que pueden amplificar la segunda secuencia especifica de préstata
anteriormente mencionada. Tal como se describe en la presente memoria, el equipo de diagnéstico puede
comprender ademas un tercer recipiente que contiene una sonda que hibrida de manera especifica al producto de
amplificacion de PCA3. La sonda incrementa adicionalmente la especificidad del método, hibridando
especificamente a una unién exén-exén elegida de PCA3. Se puede incluir un cuarto recipiente que contiene una
sonda para otra regién de PCA3 y/o para la segunda secuencia especifica de préstata. El equipo puede comprender
ademas reactivos para incrementar la sensibilidad de la deteccion. El equipo puede contener ademas reactivos que
permiten la amplificacion y la deteccién en tiempo real.

La invencion, asi, proporciona ademas un método para diagnosticar la presencia o predisposicion a desarrollar un
cancer de préstata en un paciente que carece de al menos un intrén en un paciente, que comprende al menos un
par de cebadores que estan disefiados para permitir la amplificacion del ARN de PCAS3, en el que un cebador es
especifico para una unién exén-exén de PCAS3.

En otra realizacion, el ARN codificado por el gen de PCA3 se obtiene de una célula contenida en una muestra de
orina evacuada por el paciente.

Tal como se describe en la presente memoria, el ARN se puede detectar mediante el uso de un método de
amplificacion de ARN. El método de amplificacién de ARN se puede acoplar a la deteccion en tiempo real de los
productos amplificados mediante el uso de sondas especificas fluorescentes. En una realizacion, el método de
amplificacion es la PCR. La PCR puede ser PCR en tiempo real o un método relacionado que permite una deteccion
en tiempo real de los productos amplificados.

La muestra de orina se puede obtener tras un tacto rectal (TR) atento. Por supuesto, se deberia entender que los
métodos y equipos presentes también se podrian usar con una muestra de orina obtenida sin tacto rectal; o en otros
tipos de muestras tales como esperma, orina y esperma mezclados (primera muestra de orina tras una eyaculacion),
con tal de que el método de amplificacion y/o el método de deteccion sean lo suficientemente sensibles para
detectar los marcadores seleccionados como objetivo (PCA3 y, cuando se desee, el segundo marcador). Los
experimentos demostraron que los métodos y equipos como los descritos en la presente memoria se podrian llevar a
cabo también con estos tipos de muestras, que incluyen sangre o suero.

Las células recogidas de la muestra de orina se pueden recoger, y se lleva a cabo una extraccion de acido nucleico
total.

La extraccién de acido nucleico total se puede llevar a cabo mediante el uso de un método de bandas en fase sélida
con microesferas de silice como describi6 BOOM et al. Por supuesto, se deberia entender que existen numerosos
métodos de extraccion de acido nucleico y, asi, se podrian usar otros métodos de acuerdo con la presente
invencion. Un ejemplo no limitante es un método de extraccion con fenol/cloroformo. Se describen otros métodos
similares en el libro de texto al que se hace referencia en la presente memoria.

El ARN codificado por un gen de PCA3 se puede detectar mediante un método de amplificacion de ARN in vitro
denominado amplificacion basada en acido nucleico (NASBA). Por supuesto, se conocen otros métodos de
amplificacion de ARN, y los métodos y equipos presentes no se limitan, por tanto, a NASBA. Los ejemplos no
limitantes de tales métodos de amplificacion de ARN incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificacién mediada por transcriptasa (TMA) y reaccién en cadena de la ligasa (LCR).

Los productos amplificados se pueden detectar en fase homogénea mediante el uso de una sonda fluorescente con
el uso de la aproximacion de balizas moleculares. En otra realizacion, el producto se detecta en fase sélida mediante
el uso de un método fluorescente o colorimétrico. Se deberia entender que se pueden usar numerosos métodos
fluorescentes, colorimétricos o enzimaticos de acuerdo con la presente invencién para detectar y/o cuantificar los
ARNSs seleccionados como objetivo. Tales métodos fluorescentes, colorimétricos o enziméticos se conocen bien en
la técnica.

Una persona de experiencia habitual deberia entender que se pueden usar numerosos métodos estadisticos en el
contexto de la presente invencién para determinar si el ensayo es positivo 0 negativo.

Otros objetivos y ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la descripcion siguiente.

DEFINICIONES

En la descripcion siguiente, se utilizan con frecuencia varios términos utilizados en las técnicas de ADN. Para
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proporcionar un entendimiento claro y coherente de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones, lo que incluye
el alcance dado a tales términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

A menos que se definan de otra manera, los términos y la nomenclatura cientifica y tecnolégica usada en la presente
memoria tienen el mismo significado que entiende habitualmente una persona de experiencia habitual en la técnica a
la que pertenece esta invencion. Las definiciones entendidas habitualmente de términos de biologia molecular se
pueden hallar, por ejemplo, en el Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 22 ed. (Singleton et al., 1994,
John Wiley & Sons, Nueva York, NY), The Harper Collins Dictionary of Biology (Hale & Marham, 1991, Harper
Perennial, Nueva York, NY), Rieger et al, Glossary of genetics: Classical and molecular, 52 edicién, Springer-Verlag,
Nueva York, 1991; Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 42 edicién, Garland Science, Nueva York, 2002; y
Lewin, Genes VII, Oxford University Press, Nueva York, 2000. En general, los procedimientos de cultivos celulares,
infeccién, métodos de biologia molecular y similares son métodos habituales usados en la técnica. Tales técnicas
habituales se pueden hallar en manuales de referencia tales como, por ejemplo, Sambrook et al. (2000, Molecular
Cloning - A Laboratory Manual, Tercera Edicién, Cold Spring Harbor Laboratories); y Ausubel et al. (1994, Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York).

El uso de la palabra "un" o "una", cuando se usa junto con la expresion "que comprende" en las reivindicaciones y/o

en la memoria descriptiva puede significar "uno”, pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al
menos uno”, y "uno 0 mas de uno".

A lo largo de esta solicitud, la expresion "alrededor de" se usa para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar del error por el dispositivo 0 método que se estd empleando para determinar el valor. De manera rutinaria,
una desviacion del 10% al 15%, preferiblemente del 10%, esté dentro del alcance de la expresion "alrededor de".

Molécula de Acido Nucleico Aislada. Una "molécula de acido nucleico aislada”, tal como se entiende y se usa en
general en la presente memoria, se refiere a un polimero de nucleétidos, e incluye, pero no deberia limitarse a, ADN
y ARN. La molécula de &cido nucleico "aislada" se purifica a partir de su estado natural in vivo.

Segmento de ADN. Un segmento de ADN, tal como se entiende y se usa en general en la presente memoria, se
refiere a una molécula que comprende un tramo lineal de nucleétidos en el que los nucledtidos estan presentes en
una secuencia que puede codificar, por medio del codigo genético, una molécula que comprende una secuencia
lineal de residuos de aminoécidos a la que se hace referencia como una proteina, un fragmento de proteina o un
polipéptido.

Gen. Una secuencia de ADN relacionada con una Unica cadena polipeptidica o proteina, y tal como se usa en la
presente memoria incluye los extremos 5' y 3' sin traducir. El polipéptido puede estar codificado por una secuencia
de tamafio completo o por cualquier porcién de la secuencia codificante, con tal de que se mantenga la actividad
funcional de la proteina.

ADN Complementario (CADN). Moléculas de &cido nucleico recombinantes sintetizadas mediante transcripcion
inversa del ARN mensajero ("ARN").

Gen Estructural. Una secuencia de ADN que se transcribe a ARN que después se traduce a una secuencia de
aminoacidos caracteristica de un polipéptido especifico.

Electroforesis en Gel de Agarosa. La técnica utilizada méas habitualmente (aunque no la Gnica) para el
fraccionamiento de ADN bicatenario es la electroforesis en gel de agarosa. El principio de este método es que las
moléculas de ADN migran a través del gel como si fuera una criba, que retrasa el movimiento de las moléculas mas
grandes en mayor medida y el movimiento de las moléculas més pequefias en menor medida. Obsérvese que
cuanto menor es el fragmento de ADN, mayor es la movilidad en la electroforesis en el gel de agarosa.

Los fragmentos de ADN fraccionados mediante la electroforesis en gel de agarosa se pueden visualizar
directamente mediante un procedimiento de tincién si el nUmero de fragmentos incluidos en el patron es pequefio.
Para visualizar un grupo pequefio de estos fragmentos, se puede aplicar una metodologia denominada
procedimiento de hibridacion de Southern.

Procedimiento de Transferencia de Southern. El propésito del procedimiento de transferencia de Southern (también
denominado transferencia) es transferir fisicamente ADN fraccionado mediante electroforesis en gel de agarosa a un
papel de filtro de nitrocelulosa u otra superficie o0 método adecuado, a la vez que se mantienen las posiciones
relativas de los fragmentos de ADN resultantes del procedimiento de fraccionamiento. La metodologia usada para
llevar a cabo la transferencia desde el gel de agarosa hasta la nitrocelulosa implica retirar el ADN desde el gel hasta
el papel de nitrocelulosa mediante accién capilar.

Hibridacion de Acido Nucleico. La hibridacion del &cido nucleico depende del principio de que dos moléculas de
acido nucleico monocatenarias que tienen secuencias de bases complementarias restituiran la estructura bicatenaria
favorecida termodinamicamente si se mezclan en condiciones adecuadas. La estructura bicatenaria se formara entre
dos acidos nucleicos monocatenarios complementarios incluso si uno esta inmovilizado en un filtro de nitrocelulosa.
En el procedimiento de hibridacion de Southern, se da esta Ultima situacion. Como se indico previamente, el ADN del
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individuo a analizar se digiere con una endonucleasa de restriccion, se fracciona mediante electroforesis en gel de
agarosa, se convierte en la forma monocatenaria, y se transfiere a papel de nitrocelulosa, por lo que queda
disponible para la hibridacién con la sonda de hibridacion. Se pueden encontrar ejemplos de condiciones de
hibridacion en Ausubel, F.M. et al., Current protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY
(1989). Se incuba un filtro de nitrocelulosa durante la noche a 42 °C con una sonda marcada en una disolucion que
contiene un 50% de formamida, (o a 68 °C sin formamida) a concentracion salina elevada (SSC 5x [20X: NaCl 3
M/citrato trisédico 0,3 M] o SSPE 5X [20X: NaCl 3,6 M/NaH,PO, 0,2 M/EDTA 0,02 M, pH 7,7]), disolucion de
Denhardt 5X, 1% de SDS, y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmon desnaturalizado. Esto va seguido por varios
lavados en SSC 0,2X/0,1% de SDS a una temperatura seleccionada basada en la rigurosidad deseada: temperatura
ambiente (rigurosidad baja), 42 °C (rigurosidad moderada) o 68 °C (rigurosidad elevada). La temperatura
seleccionada se determina basandose en la temperatura de fusion (Tm) del hibrido de ADN. También se puede usar
formamida en los lavados, y la temperatura se adapta de acuerdo con la Tm deseada.

Sonda de Hibridacion. Para visualizar una secuencia de ADN particular en el procedimiento de hibridacion de
Southern (p.ej., un producto de amplificacion), una molécula de ADN o sonda de hibridacion marcada se hace
reaccionar con el ADN fraccionado unido al filtro de nitrocelulosa. Las areas del filtro que portan secuencias de ADN
complementarias a la sonda de ADN marcada quedan marcadas ellas mismas como consecuencia de la reaccion de
hibridacion. Las areas del filtro que exhiben tal marcaje se visualizan. La sonda de hibridacién se produce en general
mediante clonacién molecular de una secuencia de ADN especifica. En una realizacién particular, la sonda abarca la
region de 3' de un primer exén y la regién de 5' de un segundo exoén, de forma que tal sonda puede detectar
solamente el producto de amplificacion si el primer exén y el segundo exén se han sometido a corte y empalme en
una posicidn contigua (es decir, mediante la eliminacion de la secuencia intronica intermedia). Conociendo las
secuencias de los limites de los exones, asi como las de los diferentes exones (véase mas adelante), los numerosos
cebadores y sondas que se pueden disefiar y usar en el contexto de la presente invencién pueden ser determinados
facilmente por una persona de experiencia habitual en la técnica a la que pertenece la presente invencion.

Oligonucleétido, Oligémero u Oligo. Una molécula compuesta de dos o mas desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos,
preferiblemente mas de tres. Su tamafio exacto dependera de muchos factores, que a su vez dependen de la
funcién o la utilidad final del oligonucleétido. Se puede obtener un oligonucleétido de manera sintética 0 mediante
clonacion. Las quimeras de desoxirribonucledétidos y ribonucleétidos también pueden estar dentro del alcance de la
presente invencion.

Amplificacion de Secuencias. Un método para generar grandes cantidades de una secuencia objetivo. En general,
uno o mas cebadores de amplificacion se hibridan a una secuencia de acido nucleico. Mediante el uso de enzimas
adecuadas, se amplifican las secuencias halladas adyacentes a, o entre, los cebadores.

Cebador de Amplificacién. Un oligonucleétido que es capaz de hibridar en posicién adyacente a una secuencia
objetivo y servir como un punto de inicio para la sintesis de ADN cuando se coloca en condiciones en las que se
inicia la sintesis de un producto de prolongacion del cebador que es complementario a una cadena de acido
nucleico.

Molécula de acido nucleico inversa. Una "molécula de acido nucleico inversa" se refiere en la presente memoria a
una molécula capaz de formar una molécula doble o triple estable con una porcion de su secuencia de acido
nucleico seleccionada como objetivo (ADN o ARN). El disefio y la modificacién de las moléculas de acido nucleico
inversas se conoce bien en la técnica, como se describid, por ejemplo, en los documentos WO 96/32966, WO
96/11266, WO 94/15646, WO 93/08845, y la patente de EE.UU. 5.593.974. Las moléculas de acido nucleico
inversas, como los oligos directos, se pueden obtener de las secuencias de acido nucleico de la presente invencion y
modificarse de acuerdo con métodos muy conocidos. Por ejemplo, algunas moléculas inversas (u oligos o
secuencias directas) se pueden disefiar para que sean mas resistentes a la degradacion, o, si es necesario, para
incrementar su afinidad hacia su secuencia seleccionada como objetivo, para afectar a su transporte hacia tipos de
células o compartimentos celulares elegidos, y/o para aumentar su solubilidad en lipidos mediante el uso de
andalogos de nucleodtidos y/o sustituir fragmentos quimicos elegidos de las mismas, como se conoce habitualmente
en la técnica. EI gen de PCA3 también se ha descrito como DD37“*3, cuya secuencia se halla también con el
namero de acceso de GenBank AF103907.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Habiendo descrito asi en general la invencién, a continuacién se hara referencia a los dibujos adjuntos, que
muestran a modo de ilustracion una realizacion preferida de la misma, y en los que:

Figura 1: Expresion de PCA3 en varios tejidos humanos mediante el uso de 32 ciclos de RT-PCR especifica de
PCA3 con los cebadores siguientes: directo 5-CAGGAAGCACAAAAGGAAGC-3' (SEQ ID N°:3) e inverso 5'-
TCCTGCCCATCCTTTAAGG-3' (SEQ ID N°:4). Se han analizado los siguientes tejidos: prostata normal (1), cancer
de prostata (2), testiculo (3), corazén (4), pulmén (5), arteria (6), rifion (7), higado (8), cancer de mama (9), mama
normal (10), cuello del Gtero (11), endometrio (12), ovario (13), y cancer de rifién (14). La punta de flecha indica el
transcrito de PCA3 sometido a corte y empalme (151 pbs) en muestras de prostata solamente, y la flecha indica el
transcrito no sometido a corte y empalme (378 pbs) en los otros tejidos. Obsérvese que las sefiales en los carriles 1
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y 2 estén saturadas. Se llevo a cabo una PCR de beta-2-microglobulina como control (panel inferior).

Figura 2: Representacion esquematica de la unidad de transcripcion de PCA3. Los recuadros indican los cuatro
exones de PCAS; la punta de flecha oscura indica el promotor de PCA3 especifico de préstata, y las flechas indican
los diferentes (supuestos) transcritos de PCAS3.

Figura 3: Expresién de PCA3 mediante RT-PCR. Se monitorizé la expresién de PCA3 en varios tejidos humanos
mediante el uso de 32 ciclos de RT-PCR especifica de PCA3. Se usaron diferentes cebadores. Se indica la posicion
de los mismos con respecto a la secuencia de PCA3 descrita en GenBank con el nimero de acceso AF103907:

Cebadores directos:

BUS 1 (AGAAGCTGGCATCAGAAAAA, SEQ ID N°: 12; exdn 1, pos. 23-42); AH1 (CAGGAAGCACAAAAGGAAGC,
SEQ ID N%:3; ex6n 3, pos. 443-462); BUS10 (ATCCCTGGGAGAAATGCC, SEQ ID N%42; exon 4a, pos. 469-486);
BUS17 (CACACAGCATGATCATTACGG, SEQ ID N°:43; exdn 4b, pos. 1129-1149);

Cebadores inversos:

BUS7 (CTGGAAATGTGCAAAAACAT, SEQ ID N°44; exén 3, pos. 420-401); AH2 (TCCTGCCCATCCTTTAAGG,
SEQ ID N94; exén 4a, pos. 593-575); BUS11 (GTTGCATGTCTTGTGAAGCC, SEQ ID N9:45; ex6n 4a, pos. 719-
700); BUS16 (TGATGGTGATGACAGATAAGGC, SEQ ID N946; exdn 4b, pos. 1482-1461). Se analizaron los
siguientes tejidos: carril 1, H,O; carril 2, vesicula seminal; carril 3, corazon; carril 4, bazo; carril 5, pulmdn; carril 6,
vejiga; carril 7, vejiga-RT; carril 8, cancer de préstata; carril 9, préstata normal; carril 10, cancer de préstata; carril 11,
préstata normal; y carril 12, LNCaP (linea celular).

Otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion seran mas evidentes tras la lectura de la
siguiente descripcion no limitante de las realizaciones preferidas con referencia a los dibujos adjuntos que son
ejemplares, y no se deberian interpretar como limitantes del alcance de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LA REALIZACION PREFERIDA

I. Sintesis de Acido Nucleico

Las moléculas de acido nucleico aisladas, tal como se describen en la presente memoria, pretenden incluir aquellas
que resultan de cualquier método conocido, tales como las sintetizadas quimicamente. De manera similar, se puede
sintetizar un oligdmero que corresponde a la molécula de acido nucleico, o a cada uno de los fragmentos divididos.
Tales oligonucle6tidos sintéticos se pueden preparar, por ejemplo, mediante el método de triéster de Matteucci et al.,
J. Am. Chem Soc. 103:3185-3191 (1981) o mediante el uso de un sintetizador de ADN automatizado.

Se puede obtener un oligonucleétido de manera sintética 0 mediante clonacién. Si es necesario, los extremos 5' de
los oligémeros se pueden fosforilar mediante el uso de la polinucleétido quinasa de T4. El tratamiento con quinasa
de las cadenas simples antes de la hibridaciéon o del marcaje se puede llevar a cabo mediante el uso de un exceso
de la enzima. Si el tratamiento con quinasa es para el marcaje de la sonda, el ATP puede contener radiois6topos de
actividad muy especifica. Asi, el oligémero de ADN se puede someter a hibridacion y ligadura con una ligasa de T4 o
similar.

Il. Un Acido Nucleico para la Deteccion Especifica del Acido Nucleico de PCA3

La presente invencion se refiere a un acido nucleico para la deteccion especifica, en una muestra, de la presencia de
secuencias de acido nucleico de PCA3 que estan asociadas al cancer de préstata, que comprenden las moléculas
de acido nucleico anteriormente descritas o al menos un fragmento de las mismas que se une en condiciones
rigurosas al acido nucleico de PCA3.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a oligdmeros que seleccionan como objetivo
especificamente y permiten la amplificacion (es decir, cebadores) de secuencias de ARN de PCA3 asociadas al
cancer de prostata.

El producto amplificado se puede detectar tras la hibridacién con una sonda que consiste en un acido nucleico
aislado que consiste en 10 a 1000 nucledtidos (preferiblemente, 10 a 500, 10 a 100, 10 a 50, 10 a 35, 20 a 1000, 20
a 500, 20 a 100, 20 a 50, o 20 a 35) que hibrida de manera preferente con un producto amplificado que se origin6 a
partir de ARN de PCA3 asociado al cancer de préstata, pero de manera preferente no al gen de PCA3, en el que
dicha sonda de acido nucleico es, o es complementaria a, una secuencia de nucleétidos que consiste en al menos
10 nucledtidos consecutivos (preferiblemente, 15, 18, 20, 25, o 30) de la molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia polinucleotidica al menos un 90% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una regién de la secuencia de nucleétidos de PCA3 SEQ ID N°:1 6 2, que esta asociada al cancer de préstata;

(b) una secuencia de nucleétidos que abarca uniones de dos exones, preferiblemente los exones 1y 2, exones 1y 3
(el exdn 1 es contiguo al exdn 3, por medio de corte y empalme alternativo), y exones 3y 4;
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(c) una secuencia de nucleétidos que abarca un numero suficiente de las uniones de exones de PCA3, en la que las
uniones de exones se definen como sigue: unién de exones de los exones 1y 2, posiciones de nucleétidos 98-99 tal
como se expone en SEQ ID N°:1; unién de exones de los exones 2 y 3, posiciones de nucleétidos 263-264 tal como
se expone en SEQ ID N°:1; union de exones de los exones 3 y 4a, posiciones de nucledtidos 446-447 tal como se
expone en SEQ ID N°1; y unidn de exones de los exones 4a y 4b, posiciones de nucledtidos 985-986 tal como se
expone en SEQ ID N°:1;

(d) una secuencia de nucleétidos que abarca un nimero suficiente de las uniones de exones de PCA3, en la que las
uniones de exones se definen como sigue: union de exones de los exones 1y 2, posiciones de nucleétidos 120-121
tal como se expone en SEQ ID N°:2; unién de exones de los exones 2 y 3, posiciones de nucledtidos 285-286 tal
como se expone en SEQ ID N°:2; union de exones de los exones 3y 4a, posiciones de nucledtidos 468-469 tal como
se expone en SEQ ID N°:2; unién de exones de los exones 4a y 4b, posiciones de nucleétidos 1007-1008 tal como
se expone en SEQ ID N°:2; unién de exones de los exones 4b y 4c, posiciones de nucleétidos 2066-2067 tal como
se expone en SEQ ID N°:2; y unién de exones de los exones 4c y 4d, posiciones de nucledtidos 2622-2623 tal como
se expone en SEQ ID N°:2;

Preferiblemente, una sonda de acuerdo con la presente invencion no hibrida de manera especifica con los
nucledtidos 511-985 de SEQ ID N°:1, con los nucledtidos 567-961 de SEQ ID N°:1, con los nucleétidos 533-1007 de
SEQ ID N°:2, o con los nucledtidos 589-983 de SEQ ID Ne°:2.

Las secuencias complementarias también se conocen como &acidos nucleicos inversos cuando comprenden
secuencias que son complementarias a la cadena codificante. En la presente memoria, SEQ ID N°s: 1 y 2 se definen
de manera arbitraria como cadenas codificantes.

Los cebadores de acuerdo con la presente invencion se pueden disefiar tal como se conoce habitualmente en la
técnica, basandose en las secuencias de PCA3 proporcionadas en la presente memoria. Mas preferiblemente, los
cebadores se elegiran para amplificar un ARN de PCA3 que esta asociado al cancer de prostata. Uno de tales ARN
de PCA3 es un ARN de PCA3 que carece del intron 1 (entre los exones 1y 2). Otro ARN de PCAS3 especifico de
cancer de prostata de acuerdo con la presente invencién carece del intron entre el exén 3 y el exdn 4a. Por
supuesto, la presente invencion también abarca las diferentes permutaciones de tales ARNs de PCA3 especificos de
cancer de prostata. Por ejemplo, tres ARNs de PCA3 especificos de cancer de préstata no limitantes incluyen un
ARN de PCA3 que carece de al menos el intrén 1, y ARNs de PCA3 que tienen los siguientes exones contiguos:
exones 1, 2, 3, 4a, 4b, 4c y 4d; y exones 1, 3, 4a, 4b, 4c y 4d.

En una realizacion preferida de la presente invencion, un cebador que esta disefiado para unirse al exon 1 se usa
junto con un segundo cebador disefiado para unirse al exén 3 o al exén 4. Debido a que el intron 1 es un intron
grande (de aproximadamente 20 kb), se pueden seleccionar las condiciones de amplificacion para inhibir la
produccién de tal producto de amplificacién grande, si el intrén debe estar presente en la secuencia de PCA3. De
manera alternativa, las condiciones de amplificacion se pueden seleccionar para permitir la amplificacion de tales
productos grandes. En tal realizacion, la presencia del intron 1 en el ARN de PCA3 se puede establecer mediante
numerosos medios conocidos en la técnica (que incluyen el uso de una sonda intrénica y/o una sonda que esta
disefiada para unirse a las secuencias contiguas exon 1l-exdn 2; se muestran dos ejemplos no limitantes de las
mismas en la Tabla 1). La persona de experiencia habitual reconocera que se puede variar la posicién del cebador
en la union de exones y la longitud del cebador, tal como se conoce en la técnica.

En otra realizacién preferida, se usa un cebador que esta disefiado para unirse al exén 1, junto con un segundo
cebador disefiado para unirse a una region de union de exones de la presente invencion. Debido a que se ha
demostrado que el exdn 1 es un exon seleccionado como objetivo preferido para amplificar ARNs especificos de
cancer de proéstata, tal realizacién se prefiere especialmente, ya que puede generar productos de amplificacién
especificos de cancer de prostata. Sin embargo, la seleccidn como objetivo de otro exdn de PCA3 también es otra
realizacion preferida. Por ejemplo, se puede seleccionar como objetivo el exén 3 y el exdn 4 (véase mas adelante).

Los ejemplos de cebadores de acido nucleico que se pueden obtener de las secuencias de exones mostradas mas
adelante en la presente memoria y de cebadores especificos disefiados para amplificar una uniéon de exones de la
presente invencion se exponen en la Tabla 1, a continuacion.
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Aunque la presente invencion se puede llevar a cabo sin el uso de una sonda que seleccione como objetivo las

secuencias de PCA3, y preferiblemente las uniones de exones de PCA3 de acuerdo con la presente invencion, tales
sondas pueden afiadir una especificidad adicional a los métodos y equipos de la presente invencién. Los ejemplos

5

no limitantes de sondas de acido nucleico especificas que se pueden usar en la presente invencién (y disefiadas

basandose en las secuencias exénicas mostradas en la Tabla 1) se exponen en la Tabla 2, a continuacion.
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SEQ ID N°;
12
13
14
5
15
16
17
18
19
20
21

Secuencia
AGAAGCTGGCATCAGAAAAA
AGAAGCTGGCATCAGAAAAACAGAGGGGAG
AGAAGCTGGCATCAGAAAAACAGAGGGGAGATTTGTGTGG
TGATACAGAGGAATTACAAC
GGCAGGGGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTG
AGAAAGGCTGCTGACTTTAC
ACAGAAGAAATAGCAAGTGC
ACAGAAGAAATAGCAAGTGCCGAGAAGCTG
ACAGAAGAAATAGCAAGTGCCGAGAAGCTGGCATCAGAAA
TACAGAGGAATTACAACACATATACTTAGT
GGGTGAGAAATAAGAAAGGC

Tabla 2: Sondas de Acido Nucleico

Nucleétidos

1-20 de SEQ ID N°:1

1-30 de SEQ ID N°:1

1-40 de SEQ ID N°:1
89-108 de SEQ ID N°:1
257-286 de SEQ ID N°:1
274-293 de SEQ ID N°:1

1-20 de SEQ ID N°:2

1-30 de SEQ ID N°:2

1-40 de SEQ ID N°:2
114-143 de SEQ ID N°:2
284-303 de SEQ ID N°:2

20
30
20
20

0

40
20
3

40
30
20

Tamafo

Por supuesto, como entendera la persona de experiencia habitual, se puede disefiar una multitud de sondas
adicionales de la misma o de otras regiones de SEQ ID N°1, asi como de SEQ ID N°2 y otras secuencias de la
presente invencidn, sean o no uniones de exones seleccionadas como objetivo.

Las sondas de hibridacion de la presente invencién se pueden marcar mediante técnicas habituales de marcaje tales
como con un radiomarcador, marcador enzimatico, marcador fluorescente, marcador de biotina-avidina,
quimioluminiscencia, y similares. Después de la hibridacion, las sondas se pueden visualizar mediante el uso de
métodos conocidos.

Las sondas de &cido nucleico de la presente invencion incluyen sondas de ARN, asi como sondas de ADN, y tales
sondas se generan mediante el uso de métodos conocidos de la técnica.

En una realizacion del método descrito anteriormente, se inmoviliza una sonda de acido nucleico en un soporte
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sélido. Los ejemplos de tales soportes sdlidos incluyen, pero sin limitacion, plasticos tales como policarbonato,
carbohidratos complejos tales como agarosa y sefarosa, y resinas acrilicas, tales como poliacrilamida y microesferas
de latex. Los métodos para acoplar sondas de acidos nucleicos a tales soportes solidos se conocen hien en la
técnica.

Las muestras de ensayo adecuadas para los métodos de utilizacion de sondas de acido nucleico descritos en la
presente memoria incluyen, por ejemplo, células o extractos de acidos nucleicos de células, o liquidos biolégicos. La
muestra usada en los métodos anteriormente descritos variard basandose en el formato del ensayo, el método de
deteccion y la naturaleza de los tejidos, células o extractos a analizar. Los métodos para la preparacion de extractos
de acidos nucleicos de células se conocen bien en la técnica, y se pueden adaptar facilmente para obtener una
muestra que es compatible con el método utilizado. En la presente invencion, la muestra es una muestra de orina.

Il. Un Método para Detectar la Presencia de Acido Nucleico de PCA3 en una Muestra

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia de acido nucleico de
PCA3 especifico de cancer de prostata en una muestra que comprende a) poner en contacto la muestra con los
cebadores de acido nucleico descritos anteriormente, en condiciones de amplificacion especifica, y b) detectar la
presencia del producto amplificado. Una persona experta en la técnica seleccionaria los cebadores de acido nucleico
segun los métodos conocidos en la técnica, tal como se describié anteriormente. En una realizacion particular, uno
de los cebadores se une al exdn 1 de PCA3. En otra realizacion, el cebador selecciona como objetivo el exén 3 o
exon 4 de PCA3. En otra realizacion, se usa una sonda para identificar el producto de amplificaciéon. Las muestras a
analizar incluyen, pero sin limitacion, muestras de ARN de tejido humano.

IV. Un Equipo para Detectar la Presencia de Acido Nucleico de PCA3 en una Muestra

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un equipo para detectar la presencia de acido nucleico de
PCA3 especifico de cancer de prostata en una muestra que comprende al menos un recipiente que tiene dispuesto
en él al menos un par de cebadores, (p.€j. uno que se une al exén 1, y el otro al exén 3; uno que se une al exén 1,y
el otro al exon 4a; y uno que se une al exén 1, y el otro a la unién exén 3 - exon 4a). En una realizacion preferida, el
equipo comprende ademas otros recipientes que comprenden uno o mas de lo siguiente: reactivos de amplificacion,
sondas, reactivos de lavado y reactivos capaces de detectar la presencia de una sonda de acido nucleico unida. Los
ejemplos de reactivos de deteccién incluyen, pero sin limitacion, sondas radiomarcadas, sondas marcadas
enzimaticamente (peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina), y sondas marcadas por afinidad (biotina, avidina, o
estreptavidina).

Con detalle, un equipo compartimentado incluye cualquier equipo en el que los reactivos estan contenidos en
recipientes diferentes. Tales recipientes incluyen recipientes de vidrio pequefios, recipientes de plastico o tiras de
plastico o papel. Tales recipientes permiten la transferencia eficaz de los reactivos de un compartimento a otro
compartimento, de manera que las muestras y los reactivos no se ven sometidos a contaminacién cruzada y los
agentes o disoluciones de cada recipiente se pueden afiadir de una manera cuantitativa de un compartimento a otro.
Tales recipientes incluirdn un recipiente que aceptara la muestra de ensayo, un recipiente que contiene la sonda o
cebadores usados en el ensayo, recipientes que contienen reactivos de lavado (tales como soluciéon salina
tamponada con fosfato, tampon Tris, y similares), y recipientes que contienen los reactivos usados para detectar la
sonda hibridada, anticuerpo unido, producto amplificado, o similares.

Un experto en la técnica reconocera facilmente que las sondas de acido nucleico descritas en la presente invencion
se pueden incorporar facilmente en uno de los formatos de equipos establecidos, que se conocen muy bien en la
técnica.

V. Cribado de Diagndstico

Se debe entender que, aunque la siguiente discusidon se dirige especificamente a pacientes humanos, las
ensefianzas son aplicables también a cualquier animal que exprese PCAS3.

Los métodos de diagndstico y de cribado de la invencion son especialmente (tiles para un paciente que se sospecha
gue tiene riesgo de desarrollar una enfermedad asociada a un nivel de expresion alterado de PCA3 basandose en el
historial familiar, o un paciente en el que se desea diagnosticar una enfermedad relacionada con PCA3 (p.ej., cancer
de prostata).

El cribado presintomético de un individuo que necesita tal cribado es posible ahora mediante el uso del ADN que
codifica la proteina PCA3 o el gen de PCA3 o fragmentos de los mismos, tal como se describe en la presente
memoria. El método de cribado permite el diagnéstico presintomatico, que incluye el diagnéstico prenatal, de la
presencia de un gen de PCA3 ausente o anormal en individuos, y asi una opinion con respecto a la probabilidad de
que tal individuo desarrolle o haya desarrollado una enfermedad asociada a PCA3. Esto es especialmente valioso
para la identificacion de portadores de genes de PCA3 alterados o ausentes, por ejemplo, de individuos con un
historial familiar de una enfermedad asociada a PCA3 (p.ej. cancer de préstata, cancer urogenital). También se
desea el diagndstico temprano para maximizar una intervencion oportuna y adecuada.
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En una realizacién preferida del método de cribado, se tomaria una muestra de tejido de tal individuo, y se cribaria
en busca de la presencia de un &cido nucleico de PCAS3 especifico de cancer de prostata.

Mas especificamente, en la presente memoria se proporciona un método para diagnosticar la presencia o la
predisposicion a desarrollar cancer de préstata en un paciente.

Los métodos de cribado y de diagndstico de la invencion no requieren que se use la secuencia de PCA3 completa
para la sonda. En su lugar, solamente es necesario usar un fragmento o longitud de acido nucleico que sea
suficiente para detectar la presencia del acido nucleico de PCA3 de un individuo normal o afectado, la ausencia de
tal &cido nucleico, o una estructura alterada de tal 4cido nucleico (tal como un patrén anormal de corte y empalme).
Preferiblemente, se usa cualquiera de las sondas descritas en la presente memoria.

Las realizaciones no limitantes de la presente invencion incluyen ademas un ensayo para detectar ARN de PCA3 en
el que las secuencias del ARN sometido a corte y empalme se amplifican y se detectan mediante el uso de una
sonda que hibrida especificamente con una unién exén-exon elegida de PCA3 que esta en el acido nucleico
amplificado. En general, un cebador en la reaccion de amplificacion hibrida especificamente con una secuencia en
un primer exon (o exén de 5'), y el otro cebador usado en la reaccion de amplificacion hibrida especificamente con
una secuencia en un segundo exdn (o exén de 3'), y la sonda hibrida con una secuencia que abarca la region de 3'
del primer exén y la region de 5' del segundo exdn. Es decir, la sonda es especifica para una union exon-exon
elegida en una secuencia amplificada producida a partir de un ARN de PCA3 sometido a corte y empalme que
carece de al menos un intrén entre las secuencias de los exones de 5'y 3' con las que hibridan los cebadores. Los
cebadores para el uso en la amplificacién de secuencias del ARN sometido a corte y empalme que contiene una
unién exon-exoén elegida se pueden determinar facilmente mediante el uso de métodos habituales, con tal de que la
region amplificada por el par de cebadores contenga la secuencia de la union exén-exén o su secuencia
complementaria. Se puede usar cualquier método de amplificacion de acido nucleico para amplificar la secuencia
gue contiene la unién exdn-exon elegida, y los procedimientos para usar cualquiera de una diversidad de métodos
de amplificacién bien conocidos pueden ser determinados facilmente por los expertos en la técnica.

Las sondas que detectan una union exén-exén elegida se pueden marcar con cualquiera de una diversidad de
marcadores que pueden dar como resultado, directa o indirectamente, una sefial cuando la sonda esta hibridada a la
secuencia amplificada que contiene la unién exdn-exén. Por ejemplo, un marcador puede ser cualquier resto que
produce una sefial luminiscente, fluorescente, radiactiva o enzimética que se puede detectar mediante el uso de
métodos muy conocidos en la técnica. No es necesario marcar una sonda con un resto marcador si la union de la
sonda especificamente al acido nucleico amplificado que contiene la unién exén-exén da como resultado una sefial
detectable, tal como, por ejemplo, un impulso eléctrico detectable. En la presente memoria se muestran ejemplos no
limitantes de cebadores de amplificacidn para las secuencias de exones que flanquean una unién exén-exon elegida
y sondas especificas para ciertas uniones de PCA3, y se ejemplifican mas adelante en la presente memoria (p.€j.,
Tabla 3), y son representativos de realizaciones no limitantes de un ensayo para detectar ARN de PCA3 sometido a
corte y empalme en una muestra. Se describen detalles ejemplares adicionales de procedimientos que se pueden
usar en tales ensayos en los Ejemplos 4y 5.

La presente invencién se describe con més detalle en los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLO 1

PCA3 es un marcador especifico para el cancer de préstata

Gandini et al., 2003 reivindica que la expresién especifica de préstata de PCA3 se limita a los exones 4 del gen de
PCA3. Los autores demuestran que la amplificacion mediante RT-PCR del transcrito de PCA3 mediante el uso de
cebadores especificos para los exones 1 y 3 también amplificé un producto especifico de PCA3 en varios tejidos y
lineas celulares que no eran de prostata.

Tras la primera descripcion del gen de PCA3, se usaron los cebadores de PCR directo del exén 1 e inverso del exdn
3 exactamente como se describié en la carta de Gandini et al., anteriormente mencionado. En los Ultimos cuatro
anos, se amplific6 PCA3 en muchas muestras mediante el uso de estos cebadores, y todavia se tiene que observar
la expresion no prostatica de PCA3. Aunque no esta claro a partir de la carta cuantos ciclos de amplificacion
mediante PCR llevo a cabo Gandini et al., anteriormente mencionado, nunca se usaron mas de 35 rondas de
amplificacion para los resultados descritos en este ejemplo. No se puede excluir que usando mas rondas de
amplificacion se pudiera dar como resultado una deteccion de niveles bajos de expresion. Estos niveles de
expresion, sin embargo, estarian muy por debajo de los observados en el cancer de prostata, la préstata normal e
incluso en lineas celulares de cancer de prostata.

Una observacion interesante hecha en la presente memoria es que PCA3 se puede amplificar en tejidos no
prostéaticos, mediante el uso de cebadores especificos de PCA3 que abarcan los exones 3 y 4 (Fig. 1). El nivel de
expresion es menor que en el tejido prostatico normal, y estd muy por debajo de la expresion en el tejido de cancer
de prostata. Sorprendentemente, los transcritos de PCA3 en los tejidos no prostaticos no se someten a corte y
empalme, como en las muestras derivadas de préstata. En el tejido prostatico normal, el transcrito no sometido a
corte y empalme se expresa a niveles bajos. En el tejido de tumor de prostata, la variante no sometida a corte y
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empalme no se expresa o0 no es detectable debido a la sobreexpresion elevada de PCA3 sometido a corte y
empalme que se puede amplificar de manera preferente en las reacciones de PCR. En las muestras de ARN que no
se sometieron a transcripcién inversa, no se hallé un producto de amplificacion, lo que indica que los productos de
PCR de PCA3 no sometidos a corte y empalme no fueron atribuibles a una contaminacion de ADN.

Se pueden postular varias explicaciones para la presencia de transcritos de PCA3 no sometidos a corte y empalme
(Fig. 2). En primer lugar, en los tejidos prostaticos el transcrito de PCA3 se puede someter a corte y empalme de
manera especifica de tejido, un fendbmeno que se ha descrito para otros genes (Black, 2003). En segundo lugar,
puede existir un promotor ubicuo alternativo en el gen de PCA3, lo que da como resultado un segundo transcrito que
no es especifico de préstata. Esta opcidén parece probable, ya que el transcrito no se somete a corte y empalme a
pesar de las secuencias consenso fuertes de corte y empalme que flanquean los exones de PCA3 (Bussemakers et
al., anteriormente mencionado). En tercer lugar, puede haber presente un promotor ubicuo en el extremo 3' del gen
de PCA3 en orientacién inversa, lo que conduce a un transcrito de PCA3 inverso en la mayoria de los tejidos.
Recientemente se ha informado que la transcripcion inversa se da de manera generalizada en el genoma humano
(Yelin et al., 2003), y por lo tanto no es improbable que exista un transcrito de PCA3 inverso. Tales transcritos
inversos a menudo estan implicados en procesos de regulacion génica (Yelin et al., anteriormente mencionado). Por
lo tanto, dicho supuesto transcrito inverso de PCA3 puede estar implicado en la regulacién de la transcripcion de
PCA3 en las células de la préstata, o viceversa, en las células de la préstata el transcrito de PCA3 puede afectar a
un gen transcrito inverso, hasta ahora sin identificar. Actualmente, se esta investigando si el corte y empalme
alternativo o si los mecanismos alternativos de iniciacion de la transcripcién son responsables del transcrito similar a
PCA3 no prostatico observado.

EJEMPLO 2

Expresién de PCA3 mediante RT-PCR

Con respecto a la Figura 3, la transcripcion del gen de PCA3 o de un gen similar a PCA3 es evidente en tejidos
diferentes de la préstata. Sin embargo, estos transcritos no se someten a corte y empalme o son complementarios
(es decir, inversos) respecto del gen de PCA3. Hasta la fecha, no se ha dado la observacién de ninguna variante de
PCA3 sometida a corte y empalme de manera alternativa (p.ej., producto del exén 1 a 3) en tejidos no prostaticos.
Para la aplicacion de PCA3 como marcador para el cancer de préstata, esto tiene una implicaciéon importante: los
cebadores preferidos para la amplificacion de los transcritos de PCA3 en muestras de pacientes deberian atravesar,
en una realizacion, el primer intron grande (16 kb). Esta regién del gen de PCA3 puede estar presente en los
transcritos no sometidos a corte y empalme alternativo o inversos, pero esta ausente en la forma sometida a corte y
empalme especifica de préstata de PCA3. Por lo tanto, el uso de pares de cebadores del exén 1 al exén 3 6 4, es un
medio preferido segun la presente invencion para detectar una forma de PCA3 amplificada sometida a corte y
empalme especifica de préstata (en especial en condiciones mediante las cuales el intron grande impide la
amplificacion de esta region en los transcritos no sometidos a corte y empalme). Se han desarrollado dos ensayos
independientes para la deteccién del ARN de PCA3 en material de pacientes, mediante el uso del cebador directo
del exd6n 1 e inverso del exén 4 y sondas de deteccion especificas del exén 4 (De Kok et al., 2002; Hessels et al.,
2003). Los ensayos de deteccion de PCA3 se han aplicado en mas de 200 muestras de pacientes, y se ha
demostrado que son muy especificos y sensibles, con un valor predictivo negativo muy solido (Hessels,
anteriormente mencionado). El andlisis de mas de 100 muestras de control todavia no ha dado como resultado
productos de amplificacion inespecificos.

EJEMPLO 3

Ensayo para Detectar ARN de PCA3 Sometido a Corte y Empalme

Mediante el Uso de Sondas de Uniones Ex6n-Exén

Este ejemplo ilustra ciertas realizaciones no limitantes del ensayo para detectar ARN de PCA3 en el que las
secuencias del ARN sometido a corte y empalme se amplifican y se detectan mediante el uso de una sonda que
hibrida especificamente con una unién exdén-exon elegida de PCA3 que esta en el acido nucleico amplificado. En
general, un cebador en la reaccion de amplificacion hibrida especificamente con una secuencia en un primer exén (o
exon de 5, y el otro cebador usado en la reaccién de amplificacion hibrida especificamente con una secuencia en
un segundo exén (o exdn de 3'), y la sonda hibrida con una secuencia que abarca la regién de 3' del primer exon y la
region de 5' del segundo exén. Es decir, la sonda es especifica para una unién exén-exén elegida en una secuencia
amplificada producida a partir de un ARN de PCA3 sometido a corte y empalme que carece de al menos un intrén
entre las secuencias de los exones de 5' y 3' con las que hibridan los cebadores. Los cebadores para el uso en las
secuencias de amplificacion del ARN sometido a corte y empalme que contienen una unién exén-exon elegida se
pueden determinar facilmente mediante el uso de métodos habituales, con tal de que la regién amplificada por el par
de cebadores contenga la secuencia de la unién exén-exén o su secuencia complementaria. Se puede usar
cualquier método de amplificacion de acido nucleico para amplificar la secuencia que contiene la unién exén-exén
elegida, y los procedimientos para usar cualquiera de una diversidad de métodos de amplificacion bien conocidos
pueden ser determinados facilmente por los expertos en la técnica.
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Las sondas que detectan una unién exon-exén elegida se pueden marcar con cualquiera de una diversidad de
marcadores que pueden dar como resultado, directa o indirectamente, una sefial cuando la sonda esta hibridada a la
secuencia amplificada que contiene la unién exdn-exén. Por ejemplo, un marcador puede ser cualquier resto que
produce una sefial colorimétrica, luminiscente, fluorescente, radiactiva o enzimatica que se puede detectar mediante
el uso de métodos muy conocidos en la técnica. No es necesario marcar una sonda con un resto marcador si la
unién de la sonda especificamente al acido nucleico amplificado que contiene la unién exén-exén da como resultado
una sefial detectable, tal como, por ejemplo, un impulso eléctrico detectable.

Los ejemplos de combinaciones de pares de cebadores de amplificaciébn que amplifican la secuencia de acido
nucleico que incluye una unién exén-exén y las realizaciones de algunas secuencias de sondas de uniones exén-
ex0n se muestran en la Tabla 3. Los expertos en la técnica entenderan que las secuencias de las sondas mostradas
mas adelante incluyen también las secuencias complementarias de las secuencias mostradas, y las secuencias que
incluyen cambios insignificantes respecto de las secuencias especificas mostradas (es decir, los cambios que no
afectan a la capacidad de una sonda de hibridar de manera especifica a la secuencia de la unién exén-exén elegida,
en condiciones de hibridacion habituales). Ademas, aunque las secuencias de las sondas se muestran como
secuencias de ADN, los expertos en la técnica entenderan que se pueden usar como sondas las secuencias de ARN
correspondientes 0 sus secuencias complementarias. Ademas, las uniones del esqueleto de las secuencias de
bases de las sondas pueden incluir una 0 mas uniones de ARN estandar, uniones de ADN, uniones mixtas ARN-
ADN, u otras uniones tales como uniones 2'-O-metilo o uniones de &acidos peptidonucleicos, todas ellas muy
conocidas para los expertos en la técnica.

Tal como se muestra en la Tabla 3 (primera columna), la unidon exén-exén elegida a detectar puede unir los exones 1
y 2 (exdn 1l/exon 2), los exones 1y 3 (ex6n 1/exén 3), los exones 2 y 3 (exon 2/exén 3), o los exones 3 y 4 (exdn
3/exén 4). Los pares de cebadores son secuencias localizadas en dos exones diferentes que flanquean directamente
o indirectamente la unién exén-exén elegida (Tabla 3, segunda columna). Asi, para una unién exén 1/exén 2, los
pares de cebadores son un cebador especifico para una secuencia contenida en el exén 1y otro cebador especifico
para una secuencia contenida en el exén 2. Excepto para detectar una unién exén 2/exén 3 o una unién exén 3/exén
4, los pares de cebadores se pueden seleccionar de mas de dos exones diferentes (véase mas adelante en la
columna 2) con tal de que la secuencia amplificada contenga la regién de union exén-exén elegida. Los cebadores
del "ex6n 4" incluyen cebadores especificos para una secuencia contenida en cualquier secuencia de exones 4a, 4b,
4c, 0 4d.

15



ES 2377485713

€ uoxa A T uoxa

TE OVOLIDLIDDVVVOVVLYVYVOVOLODDOVIODLVVYILD 0 ‘g uoxa A Z uoxe € Ugxa /g ugx3
€ uoxa A T uoxa

(01 OVOLODDOVIODLVYVYILD 0 ‘g uoxa A Z uoxa € Ugxa /g ugx3
€ uoxa A T uoxa

6¢ OVVLVYVVOVIOLODOOVIODD 0 ‘g uoxa A Z uoxa € Ugxa /g ugx3

8¢ JVOLIOO1LODIVVVOVVLVVVOVIOLIOOVOVIVIVYO € uoxa A T uoxa € Uoxa /T ugx3y

LC OVVLIVVYVOVIOLOOVOVIVLIVO € uoxa A T uoxa € Uuoxa /T uox3

9¢ D9OVVYVOVVYLVVVYOVOLIOOVIOVO € ugxa A T uoxa € UOXa /T uox3g

14 OVVLVVYVOVIOLOOVOVIVIVOLVYO € uoxa A T uoxa € UoXa /T uox3g

e OVOVVIVLLVVOOVOVIOVLIVOLVYO Z uoxa A T uoxa ¢ UoXa /T uox3

144 OVIOVVIVLLVVOOVO Z uoxa A T uoxa ¢ Uoxa /T ugx3y

(44 OVL1IVVOOVOVIVIVOLVOLIODOVOO Z uoxa A T uoxa ¢ UoXa /T uox3y

£VvOd 9p sauox3 epe19919g

N al O3s SaUO0X3 9p SauU0luN ap Sepuos ua salopeqga) ap saled sauox3g ap uolun

€elqel

16



ES 2377485713

o ™ < T}
© ™ ™ ™ ™
o
Q
= =
O (@]
3 S
2 2
O <
8 2
O
= O]
< <
QO (O] O
O] < Q O <
= O < = O
O < Q O Q
@] O O] O <
O < o - <
= O = = Q
P < A Q O A
c O] O (@)
0 < § O O
) Q 0) = <
5 13 Q ) o S
E | < > < < <
c O < Q ) (@)
S |% S S 5 2
~ << < < < i
™ (O] O O O O]
© 0] O 0] O O
Q
<
|_
o o o o o o o o o o
< & < <+ < < < < & < <+ <
c c c c c c c c c c c c c c c
© O O © © O © O © © O O © © O
x x X x X x X x x x x X x X x
9 T o 3 o O v 9 o 9 o @ 3 o o
> > > > > > > > > > > > > > >
[90] — N ™ - N o — N ™ — N ™ - N
c c c [ c c c c c c c c c c c
\O \O \o \o \o \O \o \O \o \O \o \o \o \o \o
x x X x X x X x x x x X X x x
d o o 3 o O 3 O o d o o 3 o o
< < < < <
c [ [ [ [
‘O ‘O ‘O Ne) Ne)
3 X < < <
(] ()] (] (O] ()]
) ™ ™ ™ ™
c c [ c c
Ne) ) Ne) Ne) )
x x x x x
i} L i L L

Estos ejemplos no limitantes de cebadores de amplificacién para secuencias de exones que flanquean una unién
exon-exon elegida y sondas especificas para ciertas uniones de PCA3 son representativos de realizaciones del
ensayo para detectar ARN de PCA3 sometido a corte y empalme en una muestra.

Los detalles adicionales de procedimientos y realizaciones que se pueden usar en tales ensayos se describen en los
ejemplos siguientes. Los expertos en la técnica apreciardn que se pueden usar variaciones de estos procedimientos
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y reactivos que no afectarian sustancialmente a los resultados o conclusiones extraidas de estos experimentos vy,
por lo tanto, estos ejemplos describen realizaciones no limitantes de la invencion.

EJEMPLO 4

Sensibilidad del Ensayo de Amplificacién de PCA3

Este ejemplo demuestra la sensibilidad de un ensayo de amplificacion que selecciona como objetivo la variante
sometida a la corte y empalme ex6n3-exén4 del mARN de PCA3. Para el uso en estos experimentos, se sintetizaron
oligonucledtidos mediante el uso de un procedimiento quimico de fosforamidita habitual (p.ej., como se describe en
Caruthers et al., Methods in Enzymol., 154:287 (1987)), llevado a cabo mediante el uso de un sistema automatizado
(sintetizador de acido nucleico Expeditew 8909, Applied Biosystems, Foster City, CA).

Se disefiaron cebadores de acido nucleico para el uso en una amplificacion mediada por transcripcion (TMA), un
procedimiento descrito con detalle previamente (p.ej., Kacian et al., patentes de EE.UU. n°s 5.399.491 y 5.480.784).
TMA es un procedimiento de amplificacion isotérmico que produce un incremento de mas de mil millones del nimero
de copias de la secuencia objetivo mediante el uso de una transcriptasa inversa y ARN polimerasa. Brevemente, en
TMA se usa una secuencia objetivo monocatenaria para sintetizar un intermedio de ADN bicatenario mediante el uso
de la transcriptasa inversa en presencia de un par de oligonucleétidos de amplificacion, uno de los cuales tiene una
secuencia promotora para la ARN polimerasa en 5'. El intermedio de ADN incluye una secuencia promotora
bicatenaria que es reconocida por una ARN polimerasa y que dirige la transcripcion de la secuencia objetivo (es
decir, cientos de copias de ARN). Cada transcrito de ARN se convierte después en un intermedio de ADN
bicatenario que se usa para producir un ARN adicional y, asi, la reaccion transcurre de manera exponencial.

Los cebadores se sintetizaron con las siguientes secuencias: CAGGAAGCACAAAAGGAAGC (SEQ ID Ne:3) y
AATTTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCTCATCGATGACCCAAGATGG (SEQ ID N°:36). La porcién de 5'
subrayada del segundo cebador (denominado "cebador promotor") es una secuencia promotora de T7
(AATTTAATACGACTCACTATAGGGAGA, SEQ ID N°:37) que se usa en el procedimiento de TMA, pero los expertos
en la técnica apreciardn que un cebador constituido por la secuencia especifica del objetivo en 3
(GGCTCATCGATGACCCAAGATGG, SEQ ID N©°:38) o su secuencia complementaria se podria usar de manera
equivalente en una reaccién de amplificacion que no implicase la transcripcion mediante la ARN polimerasa de T7.
Estos cebadores se disefiaron para amplificar a través de la union del corte y empalme entre los exones 3 y 4 del
mARN de PCA3.

Se us6 una sonda (GGAAGCACAGAGATCCCTGG, SEQ ID N°:8) que abarcaba la union del corte y empalme
exon3-ex6n4. Es decir, la sonda se disefié para detectar especificamente solamente el amplicon derivado de ese
mARN sometido a corte y empalme, y no la forma no sometida a corte y empalme exén3-intrén3-exén4. La sonda se
sintetiz6 in vitro para que incluyera un ligador no nucleotidico (véase Arnold et al., patentes de EE.UU. n° 5.585.481
y 5.639.604), y se marcé con un éster de acridinio quimioluminiscente (véase Arnold et al., pat. de EE.UU. n°
5.185.439). El objetivo de ARN para la amplificacién fue un transcrito in vitro que contenia la secuencia de la forma
sometida a corte y empalme exénl-exon3-exénd del mARN de PCA3. Los técnicos expertos apreciaran que el
objetivo se podria producir mediante otros métodos habituales, tales como, p.ej., lisis quimica de células mediante el
uso de una disolucién tamponada que contiene un detergente que inhibe la actividad de ARNsa, que incluye la
purificacion del objetivo (p.ej., como describié Weisburg et al., en la patente de EE.UU. N° 6.110.678).

Se usaron tres tubos de muestra para cada uno de los niveles objetivo analizados (n=3), en el intervalo de 0 a
10.000 copias de objetivo por reaccion (véase la Tabla 4). A cada tubo de reaccién, se le afiadié reactivo de
amplificacion (75 pL de una disolucién que contenia rATP 26,7 mM, rCTP 5,0 mM, rGTP 33,3 mM y rUTP 5,0 mM,
HEPES 125 mM, 8% (p/v) de trehalosa dihidrato, dATP 1,33 mM, dCTP 1,33 mM, dGTP 1,33 mM, dTTP 1,33 mM,
KCI 33 mM, MgCl, 30,6 mM, 0,10% (p/v) de metil parabeno, 0,02% (p/v) de propil parabeno, y 0,003% de rojo fenol,
a pH 7,5) que contenia estos cebadores (15 pmol de cada uno). El transcrito de ARN objetivo se afiadié después a
los tubos en 10 pL de agua, y se mezcld, y después cada tubo de reaccion recibié 200 pL de aceite de silicona
(United Chemical Technologies, Inc., Bristol, PA), se cubrié y se agité en vortex durante alrededor de 10 segundos
antes de incubarlo en un bafio de agua a 62 °C durante alrededor de 10 minutos en una etapa de hibridacién inicial
en la que se dio la unién del promotor-cebador al acido nucleico objetivo. Los tubos de reaccién se incubaron
después a 42 °C durante alrededor de 5 minutos, y después se afiadieron 25 pL del Reactivo de Enzima (HEPES 50
mM, N-acetil-L-cisteina 125 mM, KCI 120 mM, EDTA 1 mM, 20% (v/v) de glicerol, 10,2% (v/v) de TRITON X-100,
trehalosa 0,2 M, 0,90 U/mL de transcriptasa inversa (RT) del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLYV), y 0,20
U/mL de ARN polimerasa de T7, a pH 7,0, en el que 1 U de actividad de RT se define como la sintesis y la liberacion
de 5,75 fmol de cADN en 15 min a 37 °C para RT de MMLV, y 1 U de actividad de ARN polimerasa de T7 se define
como la produccion de 5,0 fmol de transcrito de ARN en 20 min a 37 °C) a cada tubo de reaccion, se mezclo
suavemente y se incubd a 42 °C durante alrededor de 60 minutos.

Para la deteccion de los productos de amplificacién de PCA3, los tubos de reaccién se extrajeron a temperatura
ambiente y se afiadieron 100 pL del reactivo de hibridacion (succinato 100 mM, 2% (p/v) de lauril sulfato de litio,
hidréxido de litio 100 mM, aldritiol-2 15 mM, LiCl 1,2 M, EDTA 20 mM, 3,0% (v/v) de etanol, a pH 4,7) que contenia
100 fmol de una sonda de deteccion marcada y 400 pmol de una sonda sin marcar a cada tubo de reaccién. La
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sonda de deteccion marcada tenia un marcador de éster de acridinio unido a la sonda mediante un ligador no
nucleotidico colocado entre los nucleétidos 10 y 11, y la sonda sin marcar fue un oligémero de la misma secuencia
de acido nucleico pero sin marcar. Los tubos de reaccion se cubrieron y se agitaron en vortex durante alrededor de
10 segundos y después se incubaron a 62 °C durante alrededor de 20 minutos para permitir la hibridacion de la
sonda de deteccion a los productos de amplificacion. Los tubos de reaccion se enfriaron a temperatura ambiente
durante alrededor de 5 minutos y después se afiadieron 250 pL del Reactivo de Seleccion (acido bérico 600 mM,
NaOH 182,5 mM, 1% (v/v) de TRITON X-100, a pH 8,5) a cada tubo. Los tubos de reaccioén se cubrieron, se agitaron
en vortex durante alrededor de 10 segundos, y después se incubaron a 62 °C durante alrededor de 10 minutos para
hidrolizar los marcadores de éster de acridinio asociados a la sonda marcada sin hibridar. Los tubos de reaccion se
enfriaron a alrededor de 18 °C a 28 °C durante alrededor de 15 minutos y se detect6 la sefial quimioluminiscente (en
unidades relativas de luz, o URL) mediante el uso de un luminémetro (luminémetro LEADER7 450h o LEADER7
HC+, Gen-Probe Inc., San Diego, CA) equipado para la inyeccion automatica del Reactivo de Deteccion 1 (acido
nitrico 1 mM, peréxido de hidrégeno 32 mM), seguido de inyeccién automatica del Reactivo de Deteccién 2 (NaOH
1,5 M para ajustar el pH hasta aproximadamente neutro). El limite para un resultado negativo en este experimento
fue de 50.000 URL, es decir, las muestras positivas proporcionaron una sefial mayor de 50.000 URL.

Los resultados mostrados en la Tabla 4 demuestran que el ensayo de PCA3 detecta un minimo de 10 copias del
transcrito de ARN de PCAS3. La sefial (URL) obtenida mediante el uso de 10 copias del objetivo fue de alrededor de
15 veces mayor que la sefial obtenida para una muestra negativa (0 copias). Las sefiales de URL detectadas se
correlacionaron de manera positiva con la cantidad relativa de objetivo presente en las muestras, lo que indica la
naturaleza cuantitativa de este sistema de ensayo de PCA3.

Tabla 4: Sensibilidad del Ensayo de Amplificacion de PCA3

Nivel del Objetivo (copias/reaccién) URL media (n=3)
0 1.306
10 19.989
100 1.012.272
1.000 2.749.382
10.000 3.726.173
EJEMPLO 5

Amplificacién de mARN de PCA3 en sedimentos celulares de orina de hombres y mujeres

Este ejemplo demuestra la deteccion de mARN variante sometido a corte y empalme del exdn3-ex6n4 de PCA3 en
sedimentos celulares de orina. A menos que se especifique de otra manera, los reactivos usados fueron como se
describieron en el Ejemplo 4. Los sedimentos celulares se prepararon mediante centrifugacion (1500 RCF durante
15 min) de 200 pL de orina de tres hombres normales y una mujer normal. Se prepararon y se analizaron cinco
duplicados de cada sujeto. El sobrenadante de orina se decantd, y se vaciaron los tubos. Cada sedimento celular se
lis6 en 400 pL de Tampédn de Lisis (fosfato sédico monobasico 15 mM, fosfato sédico dibasico 15 mM, EDTA 1,0
mM, EGTA 1,0 mM, lauril sulfato de litio 110 mM, a pH 6,7, incubado 10 min a 62 °C) para liberar los acidos
nucleicos objetivo, y después se enfrid a temperatura ambiente durante alrededor de 5 minutos.

Para separar el acido nucleico objetivo de mARN de PCA3 de los otros componentes presentes en los tubos de
muestra, se transfirié el contenido de los tubos de muestra a tubos limpios, y se combiné con 100 pL de un Reactivo
de Captura del Objetivo (HEPES 250 mM, LIOH 310 mM, LiCl 1,88 M, EDTA 100 mM, a pH 6,4), y 250 pg/ml de
particulas magnéticas de 1 micra (Sera-MagT'\’I MG-CM modificadas con carboxilato, Seradyn, Inc., Indianapolis,
Indiana) que tenian oligdmeros de (dT)14 unidos de manera covalente a ellas) que contenian 1,5 pmol de una sonda
de captura del objetivo (AUCUGUUUUCCUGCCCAUCCUUUAAGTTT(A)30, SEQ ID N©:39). Esta sonda de captura
incluye una region de unién al objetivo en 5' (AUCUGUUUUCCUGCCCAUCCUUUAAG, SEQ ID N°:40) y una region
de unién a la sonda inmovilizada en 3' (TTT(A)so, SEQ ID N°:41). Los tubos se cubrieron, se agitaron a mano, se
incubaron a 62 °C durante alrededor de 30 minutos para permitir la hibridacion de la regién de unién al objetivo de la
sonda de captura al acido nucleico objetivo, y se enfriaron a temperatura ambiente durante alrededor de 30 minutos
para la hibridacion de la secuencia (dA)so a la region de unién a la sonda inmovilizada de una sonda de captura
complementaria de (dT)i14 unida a las particulas magnéticas. Después se aplic6 un campo magnético durante
alrededor de 5 minutos en el exterior de los tubos para aislar las particulas magnéticas con los acidos nucleicos
unidos, tras lo cual se aspiraron las disoluciones de muestra de los tubos, y después se lavaron las particulas con
los acidos nucleicos unidos en cada tubo con 1 mL de una Disolucion de Lavado (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM,
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NaOH 6,5 mM, EDTA 1 mM, 0,3% (v/v) de etanol, 0,1% (p/v) de SDS, 0,02% (p/v) de metilparabeno, 0,01% (p/v) de
propilparabeno, a pH 7,5, agitando en vértex durante 10-20 seg), y se separaron de nuevo mediante el uso de un
campo magnético (alrededor de 5 minutos) antes de eliminar mediante aspiracion la Disolucién de Lavado de las
particulas.

Tras la etapa de captura del objetivo, se afiadieron 75 pL del Reactivo de Amplificacién que contenia los cebadores
descritos en el Ejemplo 4 a cada uno de los tubos de reaccion, y después se llevé a cabo la amplificacion, la
hibridacion de la sonda y la deteccion como se describio en el Ejemplo 4. Los resultados mostrados en la Tabla 5
indican que el ensayo de PCA3 amplific6 y detecté &cido nucleico derivado de PCA3 a partir de los sedimentos
celulares de orina de hombres, pero no a partir de los sedimentos celulares de orina de mujer. El intervalo de valores
de URL obtenido a partir de los tres hombres normales vari6, lo que indica una diferencia en la recuperacién de
células que expresan PCAS3, o una diferencia en la expresion del mARN de PCAS3. El valor de URL obtenido a partir
del sedimento celular de orina de mujer fue el valor de fondo, lo que indica que el MARN de PCA3 no fue detectable.
El término "CV" en la Tabla 5 significa coeficiente de variacion, y representa la desviacion estandar de los duplicados
sobre la media de los duplicados en forma de un porcentaje.

Tabla 5: Amplificacion de mARN de PCA3 en sedimentos

celulares de orina de hombres y mujeres

Muestra URL media (n =5) %CV
Sedimento de orina de hombre 1 | 610.291 78,12%
Sedimento de orina de hombre 2 | 1.255.240 16,75%
Sedimento de orina de hombre 3 | 2.165.684 12,01%
Sedimento de orina de mujer 1 1.063 0,93%
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE: Universidad de Nijmegen

(i) TITULO DE LA INVENCION: METODO ESPECIFICO DE DETECCION DE CANCER DE PROSTATA

BASADO EN PCA3, Y KITS PARA EL MISMO
(i) NUMERO DE SECUENCIAS : 2
(2) INFORMACION SOBRE LA SEC ID NO: 1:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2037 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: cADN

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:1:

AGAAGCTGGC ATCRGRARRA ‘CAGAGGGGAG ATTTGTGTGG CTGCAGCCGR GGGAGACCAG
GAAGATCTGC ATGGTGGGAR GGACCTGATG ATACAGAGGA ATTACAACAC ATATACTTAG

TGT'i"l’CﬁATG AACACCARGA TAAATAAGTG AAGAGCTAGT CCGCTGTGAG TCTCCTCAGT

GACACAGGGC TGGATCACCA TCGACGGCAC TTTCTGAGTA CTCAGTGCAG CAARGARAGA

CTACAGACAT CTCAATGGCA GGGGTGAGAA ATAAGAAAGG CTGCTGACTT TACCATCTGA
GGCCACACAT CTGCTGARAT GGAGATAATT AACATCACTA GAAACAGCAA GATGACAATA

TAATGTCTAA GTAGTGAC ATGTTTTTG CACATTTCC AGCCCC -TTT ARA TA'l‘
CCA CAC ACA CAG GAA GCA CAR ARG GAA GCA CAG AGA TCC CTG GGA GAA
ATG CCC GGC CGC CAT CTT GGG TCA TCG ATG AGC CTC GCC CTG TGC CTG

GTC CCG CTIT GTG AGG GAR GGA CATTAGRAAATGA nﬂi;am TCCTTRAARGG

ATGGGCAGGA AMCA-GA'I‘CC TGTTGTGGAT ATTTATTTGA ACGGGATTAC AGATTTGAAA
TGAAGTCACA AAGTGAGCAT TACCAATGAG AGGARAACAG ACGAGARAAT CITGATGGCT
TCACARGACR TGCRACAARC AAAATGGAAT ACTGTGATGA CATGRGGCAG CCARGCTGGG
GAGGAGATAR CCACGGGGCA GAGGGTCAGG ATTCTGGCCC TGCTGCCTAR ACTGTGCGTT
CATAACCAAA TCATT!‘CA‘TA PTTCTAACCC TCAAAACAM GCTGTTGTAR TATCTGATCT
CTACGGTTCC TTCTGGGCCC AACATTCTCC ATATATCCAG CCACACTCAT TTTTAATATT

TAGTTCCCAG ATCTGTACTG TGACCTTTCT ACACTGTRGA A'mmhnc TCATTTTGTT
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CAAAGACCCT TCGTGTTGCT GCCTAATATG TAGCTGACTG

GGCCCAGGGG ATCTGTGARC AGGCTGGGAAR GCATCTCAAG

ACTAGCACAC_AGCATGATCA TTACGGAGTG AATTATCTAA

—~TTTGCCCATA -CTGARATTCA _TTTCCCACTT. .

' ATTCCATTAR TATCACAGGA
GCAGCTATGG GRATTTAATT
ATCCCTCCCC TTTGTTTGAT
GAGGCTGTAT ACAGCACAGC
CCCCTCCCAT NYSACCTARA
CATTRTTCCT TCTGCCTGAG
TTTGAATARG TTGACTATCT
ACATGAGACA GCAAATACTA
ARTGCAAGAR CCACAGAGGG
DARGGCAGGG AACCTCATAG
ATATCCAACA AGCTTTTCAC
CATTTCATGG TGAGTGCGCT
TTGAGATGTG TTTGTCCTIG

TAGGGTTCAC TCCTGGCAAT

TTAACTTTTT
ACATATTTTG
TTTTTTTCCA
CTCTCCCCAT
AAGCTCTTICC
TACTTCATGC
RARAGTGTAAT
AATGTTTATG
TATCTTATAT
AGAATTCATG
TTAGAATTTT
TAGTTM?H‘G

ARRGRATTTA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEC ID NO: 2:

TTTTTCCTAR GGAGTGTICT
ATCTTTCCAG GGTTATACTT

TCAACATCAT CCTCAGTGTC

TTGTGCCCAT
TTTTTARACCT
TTTTCCAGTG
G:I'ATAMGTT
CCCTCCAGCC
CTTGTARTITC
TTGT(.?TCTTE
AARGAAGGGA
TTGATTATAA
éGGCACG‘l‘T'.l‘
AATATAC‘I‘;I'C
CAGTGCARAT
GGCAARTCAT
AAAGRAAATAG

CARAGA

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3582 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cADN

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 2:
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TCTCAAGACC. _TCAARATGTC

GGAAGAATTC AATGTTACAT

CARAGATGAC
ARAATGCTTA
TTATCTGTCA
CTTGAACATG
ANTCTAGART
CRCATATGAG
GAGTTTAGAT
GTAAGCCTGG
ATTTCTCTAT
CCCCARAGGT
ACTGGTCACT

GGCACTCTTG

TARGTCCTTT
GCCTTGTACT
TCACCATCAR
TCAGGNCA‘I;A
GATGTAAAGT
ATTCATCATC
AAATATATGA
carcreana
CTCTATCACA

RACCTTTATC

TATCTCAACT

TGAGCCACTT

1041
1101
1161
1221
1281
1341
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1581
1641
1701
1761
1821

1881
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TAGCAAGTGC CGAGRAGCTG
GAGGGAGACC AGGAAGARTCT
ACATATACTT AGTGTTTCAR
AGTCTCCTCA GTGACACAGG
AGCAAAGARA GRCTACRGAC
TTTACCATCT GRGGCCACAC

AAGATGACAR TATAATGTCT

GCATCAGARA
GCATGGTGGG
TGAACACCAA
GCTGGATCAC
ATCTCAATGG
ATCTGCTGAA

AAGTAGTGAC

TCC AGC CCC -TTT .AAAR TAT CCA CAC ACA CAG GAA

CAG AGA TCC CTG GGA GAA ATG CCC GGC CGC CAT

AGC CTC GCC CTG TGC CTG GTC CCG CTIT GTG AGG

TAGAARRATGA
ATTTATTTGA
AGGARAACAG
ACTGTGATGA
ATTCTGGCCC
TCAARACAAA
ATATATCCAG
ACACTGTAGA
TAGCTGACTG
GCATCTCARG
AATTATCTAR

TTGTGCCCAT

ATTGATGTGT
ACGGGATTAC
ACGAGRAAAT
CATGRGGCAG
TGCTGCCTAA
GCTGTTGTAA
CCACACTCAT
ATARCATTAC
TTTTTCCTARA
ATCTTTCCAG
TCARCATCAT

TCTCAAGACC

TCCTTARRGG
AGATTTGAARA
CTTGATGGCT
CCARGCTGGG
ACTGTGCGTT

TATCTGATCT

TTTTAATATT

TCATTTTGTT

GGAGTGTTICT

GGTTATACTT

CCTCAGTGTC

TCAAAATGTC

ATGGGCAGGA

TGAAGTCACA

TCACAAGACA

GAGGAGATAA

CATAACCAAA

CTACGGTTCC

TAGTTCCCAG

CARAGACCCT

GGCCCAGGGG

ACTAGCACAC

TTTGCCCATA

ATTCCATTAR
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ARCAGAGGGG AGATTTGTGT

AAGGACCTGA TGATACARGAG

GATAAATARAG TGAAGAGCTA

CATCGACGGC ACTTTCTGAG

‘CAGGGGTGAG AAATAAGAAA

ATGGAGATRA TTAACATCAC
ATGTTTTTG CACATT

GCA CAA ARG GAA GCA
CTT GGG TCA TCG ATG
GAA GGA CAT
ARACAGATCC TGTTGTGGAT
ARGTGAGCAT TACCAATGAG
TGCAACAAAC RAAATGGAAT
CCACGGGGCA GAGGGTCAGG
TCATTTCATA TTTCTAACCC
TTCTGGGCCC AARCATTCTCC
ATCTGTACTG TGACCTTTCT
TCGTGTTGCT GCCTAATATG
ATCTGTGARC mGCTM

AGCATGATCA TTACGGAGTG

CTGAARTTCA TTTCCCACTT -

TATCACAGGR TTAACTTTTY

60
120
180
240
300
360
415
e63
511
553
613
673
733
793
853
913
973
1033
1093
1153
1213

1273



TTTTTAACCT
TTTTCCAGTG

GTATAAAGTT

CCCTCCAGCC-_TTATCTGTCA

CTTGTARTTC
TTGTCTCTTA
ARAGAAGGGA
TTGATTATAA
GGGCACGTTT
ARTATACTTC
CAGTGCARAAT
GGCARATCAT
ARAGAARTAG
CAAAGAGCTA
TGTACATGCC
GTTTTCARAT
AGTAAATGTG
CTGGARATGG
TGACATATAT
TAGGTCTCAG
CCAGARTTTG
CAGCTCAGGT
TCCAATAAAT
TGATATCARC
ACCARGATAC
GCAGGACCCA
TCTCCTATTA
TTCTAGCCTT
CTCTGCTICTG

CCATCCCCAC

GGAAGRATTC
CARAGATGAC

ARARTGCTTA

CTTGAACATG
ARTCTAGAAT
CACATATGAG
GAGTTTAGAT
GTARGCCTGG

ATTTCTCTAT

'CCCCAARGGT

ACTGGTCACT

GGCACTCTTG

CTCAGGACCA
ARRGTGTGCC
GGCACTATGA
ATAATAATGT
ACAACCACAA
TGTTAGARGC
CTGGGGCTGT
AATTCCCTCR
GCTTTCACTA
AATGTTATCT
ATTAGGGATT
ARAGAACTCT
ACGCATGTCT
TGGATGCTAG
TGCTTCCACG
TTGCTEIGGA

CACTARCCTG

AATGTTACAT
TAAGTCC&TT
GCCTTGTACT
TCACCA*CAR
TCAGGACATA
GATGTAARGT
ATTCATCATC
AAATATATGA
GATGTGAAGC
CTCTATCACA
AACCTTITATC
TATCTCARCT
TGAGCCACTT
GITGTTAAGA
TCTCTCTCTT
GCTGCCAATG
CATCTGTTAA
TATGCATAAA
ACCTCGCATT
GCATCAGGCG
TCTTTTAGGA
ATGTCTCTGA
TTGAACTGAT
CABAGAAATA
GAGCTGTCAT

GAGATCCTTA

CTTCTGGCCA-

ACTTTTATCT
CTTCCCCACA

AATTGCCTAG
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GCAGCTATGG
ATCCCTCCCC
GAGGCTGTAT
CCCCTCCCAT
CATTATTCCT
TTTGAATARG
ACATGAGACA
AATGCARGAG
AARGGCAGGG
ATATCCAACA
CATTTCATGG
TTGAGATGTG
TAGGGTTCAC
GCTCTGIGTG

GACCCATTAT

ATGTATCACC

CATARARRAA
TCTAACTCCT
TGTGGGTTCT
GTTTGAGAAR
ATCATTTACC
ACTTCTGTCC
GCTCATAGGA
TTAGATTTAA
CGTCCCCATC
AATCARGGAR
TCTCTGGCTC
TTTCTCCAAC
AGRATTTCAR

ACCCTTATIT

GAATTTAATT
TTTGTTTGAT
ACAGCACAGC
ACCACCTARA
TCTGCCTGRAG
TTGACTATCT
GCAAATACTA
CCACAGAGGG
RACCTCATAG
AGCTTTTCAC
—
TTTGTCCTTG
TCCTGGCAAT
TGTGTGTGTG
TTCAGACTTA
ACCATATCTC
GTTTGACTTC
ACCATCAGCT
CTTARGCAAA
TATTCAATTC
AGGTTTGGAG
CTCTTTGTGT
GAGAATATAA
GCTCACACTG
ICTGTGAGCC
ACCAGTGTCA
TCCTCTTGAC
ACATCGCTTA
CGACTCTCAA

TTATTAATTT

25

ACATATTITG
TTTTTTTCCA
CTCTCCCCAT
CARAATCTARA
ARGCTCTTCC
TACTTCATGC
ARAGTGTAAT
ARTGTTTATG
TATCTTATAT
AGAATTCATG
TTAGAATTTT
TAGTTAATTG
AAAGAATTTA
TGTGTGTGAG
AARCAAGCAT
ATTATTCTCC
ACAARRGCAG
ACACACTGCT
ATACTTGCAT
TCAGCAGAAG
AGGRTTCRGA
TCATGGATAG
GARCTCTGAG
GTCARAAGGA
ACRACCAACA
TGAGTTGAAT
ACATATTAGC
CCARTCCTCT
GICTTTICTT

CCAATAGATG

1333
1393
1453
1513
1573
1633 .
1693
1753
1813
1873
1933
1993
2053
2113
2173
2233
2293
2353
2413
2473
2533
2593
2653
2713
2773
2833
2883
2953
3013
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‘CTGCCTATGG GCTAATATTG CTTTAGATGA ACATTAGATA TTTAAARGTCT AAGAGGTTCA 3133
AARTCCAACT CATTATCTTC TCTTTCTTTC ACCTCCCCEG CTCCTCTCCC TATATTACTG 3193
ATTGACTGAR CAGGATGGTC CCCAAGATGC CAGTCARATG AGARACCCAG TGGCICCTTIG 3253
TGGATCATGC ATGCAAGACT GCTGAAGCCA GAGGATGACT GATTACGCCT CATGGGTGGA 3313
GGGGACCACT CCTGGGCCTT CGTGATTGTC AGGAGCAAGA CCTGAGATGC TCCCTGCCTT 3373
CAGTGTCCTC TGCATCTCCC CTTTCTAATG ARGATCCATA GAATTTGCTA CATTTGAGAA 3433
TTCCAATTAG GAACTCACAT GTTTTATCTG CCCTATCAAT TTTTTRAACT TGCTGARAAT | 3493
TARGTTTTTT CARAATCTGT CCTTGTAAAT TACTTTTTCT TACAGTGTCT TGGCATACTA 3553

TATCAACTTT GATTCTTTGT TACAACTTT . ' 3582
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para diagnosticar o pronosticar el cancer de prdstata en un paciente, que comprende:

(i) amplificar un ARN de PCAS3 especifico de cancer de préstata sometido a corte y empalme que carece de al
menos el intrén 3, entre el exon 3 y el exdén 4, de una muestra de orina de un paciente mediante el uso de un
par de cebadores; y

(i) detectar un producto de amplificacion obtenido del mismo con una sonda que es especifica para una union
exon 3-exoén 4 de PCA3,

en el que dicho producto de amplificacién esta asociado a la presencia de cancer de préstata o a la predisposicion a
él en dicho paciente.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el ARN de PCAS3 especifico de cancer de prdstata sometido a corte
y empalme también carece de

(i) el intron 1 entre el exén 1y el exén 2; o
(i) el intron 2 entre el exdn 2 y el exon 3.
El método de la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho ARN de PCAS3 no tiene intrones.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha sonda es una sonda de hibridacion.

a > »

El método de la reivindicacion 4, en el que dicha sonda estd marcada de manera detectable.

6. Un equipo de diagnostico para detectar la presencia de un ARN de PCA3 especifico de cancer de préstata
sometido a corte y empalme que carece de al menos el intrén 3, entre el exén 3 y el exdn 4, en una muestra de orina
de un paciente, que comprende:

(i) al menos un par de cebadores que estan disefiados para permitir la amplificacion de dicho ARN de PCA3, en
el que un cebador es especifico para una unién exon 3-exon 4 de PCA3; y

(il) una sonda que es especifica para la union exén 3-exon 4 de dicho PCA3.

7. Un equipo de diagnéstico para detectar la presencia de un ARN de PCA3 especifico de cancer de prostata
sometido a corte y empalme que carece del intrén 3, entre el exdén 3 y el exdn 4, en una muestra de orina de un
paciente, que comprende:

(i) al menos un par de cebadores que estan disefiados para permitir la amplificacién de dicho ARN de PCA3 a
través de una unién exon 3-exén 4 de PCA3; y

(i) una sonda que es especifica para la union exén 3-exon 4 de dicho PCA3.
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Figura 1
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tra-nscrilo especifico de prostata {sametido a corle y empalme}

lranscrito ubicuo (ne sometido a corte v empa[r:]e)

74 .

[/

-

A

transcrito ubicue {inverso) .

Figura 2
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