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DESCRIPCION
Procedimiento para detectar cancer de prostata en una muestra
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a cancer de prostata. Mas especificamente, la presente divulgacion se refiere a un
procedimiento para detectar cancer de prostata en una muestra de un paciente detectando un ARN codificado por el
gen PCA3 del antigeno de cancer de prostata.

Antecedentes de la invencion

Durante la Ultima década, el cancer de préstata se ha convertido en la neoplasia maligna diagnosticada con mas
frecuencia en varones y la segunda causa mas importante de muerte por cancer en varones de la poblacién
occidental, tras el cancer de pulmon.

La deteccion y el tratamiento tempranos del cancer de prostata antes de que se haya propagado desde la glandula
prostéatica reducen la mortalidad de la enfermedad. Esto es especialmente cierto para varones jovenes, 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 diagnostico y tratamiento tempranos. De hecho, la Sociedad
Americana del Cancer y la Asociacién Americana de Urologia recomiendan que la poblacién masculina en general
se someta a una prueba de cribado anual para cancer de préstata comenzando a los 50 afios de edad. La edad
recomendada para el cribado se reduce a los 40 afios para varones con antecedentes familiares 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
varones 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 evidente de la incidencia del
cancer de prostata y una disminucion de la edad media aparente de diagnostico. La esperanza clinica es que la
deteccion temprana del cancer de préostata antes de que exista metastasis reducira la tasa de mortalidad global. Los
contribuyentes de la asistencia sanitaria desean el cribado y la deteccion tempranos para que esto se traduzca en
una reduccién de la carga de la asistencia sanitaria, ya que el tratamiento temprano puede ser menos radical, méas
eficaz y por lo tanto, proporcionarse a un coste menor por cada paciente tratado. La clave para llevar a cabo este
objetivo sigue siendo proporcionar mejores herramientas para el diagnéstico diferencial.

El cribado del cancer de prostata implica actualmente tanto la palpacién de la préstata mediante tacto rectal (TR)
como el andlisis de los niveles plasmaticos del antigeno especifico de préstata (PSA/hK3/hKLK3). El 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 anatémica de la glandula prostatica puede afectar a las barreras celulares que limitan
normalmente el PSA al interior del sistema de conductos de la prostata, 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, retencién urinaria, infeccion de la prostata, hiperplasia prostatica benigna (HPB) 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), normalmente no incrementa los niveles de PSA sérico. Por lo tanto no es
sorprendente que el cribado del PSA sérico como indicador del cancer de préstata no tenga un valor predictivo
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 préstata. La determinaciéon del PSA total
(tPSA) como ensayo diagnéstico para predecir el cancer de préstata se lleva utilizando desde 1991. Niveles de 4
ng/ml 0 mayores en suero sanguineo se consideran anormales y con valor prondstico de cancer de préstata. 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 0 mas es muy
escasa. Ademas, se ha informado que las estimaciones de la especificidad para 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 (HPB). 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 diagnéstico mas invasivos y costosos, tales como ultrasonido transrectal y
biopsias de prostata. Tales pruebas son innecesarias, ademas de muy traumaticas para el paciente. Tampoco se
deberia subestimar el impacto psicol6égico de haber recibido un diagnoéstico positivo hasta que se demuestra que es
un falso positivo. En consecuencia, se han realizado esfuerzos para mejorar la sensibilidad de la deteccién de PSA,
como investigar otras fuentes de muestras, por ejemplo eyaculados o lavados uretrales inmediatamente después de
la eyaculacién (Clements y col., T. Urol. 161 (199), 1337-1343).

Debido a las desventajas del tPSA, la investigacion se ha centrado en intentar desarrollar derivados de PSA para
incrementar la sensibilidad y la especificidad de esta aproximacién de diagnéstico general.
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Una modificacion es el PSA libre (fPSA), que fue aprobado por la FDA en 1998. ElI PSA en el suero se puede hallar
sin unir o en forma de complejo con inhibidores de proteasas circulantes, de manera mas habitual con la alfa-1-
antitripsina (ACT). Los médicos han demostrado que la proporciéon de PSA unido a ACT era significativamente
mayor en varones con cancer de prostata que en varones sin afectaciéon, o en aquellos con HPB. Como guia, si el
25% o menos del PSA total esta libre, esto es un indicador de un posible cancer de préstata. El analisis del fPSA se
aprobd para el uso en varones con niveles de tPSA de 4 a 10 ng/ml. Asi, el andlisis de fPSA se situ6 para mejorar la
especificidad respecto a la del tPSA solo. Sin embargo, la capacidad de prediccion del analisis 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 predictivo de no tener cancer, mientras lo contrario es cierto con niveles muy elevados
de tPSA. La utilidad diagndstica del fPSA es relativamente limitada, ya que puede estar asociada a la HPB o al
cancer de prostata. Se ha demostrado que el uso de fPSA en combinacion con tPSA reduce el nimero de biopsias
innecesarias en alrededor de un 20%.

Claramente, la biopsia de préstata es el método de referencia para confirmar el cancer de prostata. 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. Seis muestras no suelen ser suficientes para detectar el
cancer y es necesario un segundo procedimiento de biopsia 0 méas de seis muestras.

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

Hace unos anos 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 préstata (véase, por ejemplo, el
documento WO 98/45420). El PCA3 se localiza en el cromosoma 9 y estd compuesto por cuatro exones. Codifica al
menos cuatro transcritos diferentes que se generan mediante corte y empalme alternativo y poliadenilacion.
Mediante analisis RT-PCR, se descubrié que la expresion de PCA3 se limitaba a la prostata y no existia en ninguno
de los demas tejidos analizados, entre los que se incluyen testiculos, ovarios, mamas y vejiga. El analisis de
transferencia de tipo Northern demostré que PCA3 se expresa de manera elevada en la gran mayoria de canceres
de prostata examinados (47 de 50), mientras que no se detecta expresion, o se detecta una expresion muy baja, en
la HPB o en las células de prostata normales de los mismos pacientes [Cancer Res 1 de diciembre de 1999; 59 (23):
5975-9]. Ademas, un estudio reciente en el que se compara el rendimiento clinico de la ARN 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 1 de mayo de 2002; 62 (9): 2695-8).

El gen de PCA3 esta compuesto por 4 exones (e1-e4) y 3 intrones (i1-i3). Aunque parece reconocerse al PCA3
como el mejor marcador de cancer de prostata identificado hasta ahora, esta especificidad se ha rebatido en la
bibliografia. Por ejemplo, Gandini y col., 2003, reivindican que la expresion especifica de préstata de PCA3 se limita
a la del exdn 4 del gen de PCA3. No obstante, los solicitantes han demostrado en una solicitud de patente reciente
que este no es el caso (solicitud de patente CA 2.432.365).

A la vista del hecho de que el cancer de prostata avanzado sigue siendo una enfermedad potencialmente mortal que
afecta a una proporcién muy significativa de la poblacién masculina, sigue existiendo la necesidad de proporcionar
procedimientos y kits para deteccion del cancer de préstata mas especificos, selectivos y rapidos.

La presente divulgacion busca satisfacer estas y otras necesidades.
Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere a las formas de realizacion segun se definen en las reivindicaciones. Se divulgan
procedimientos de diagndstico y kits para detectar el cancer de préstata que sean mas especificos y selectivos que
los procedimientos y kits de la técnica anterior.

La presente divulgacion se refiere a un procedimiento para detectar cancer de préstata en un paciente y
especialmente en una muestra de orina del mismo detectando un ARN codificado por el gen PCAS.

La divulgacion también se refiere a un procedimiento para diagnosticar la presencia o la predisposicion a desarrollar
cancer de préstata en un paciente. También se divulga un procedimiento para monitorizar la progresion del cancer
de prostata en un paciente.

En una realizacién concreta, la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para detectar cancer de prostata
en muestras de orina detectando la presencia de ARN codificado por el gen PCA3. En una realizacién, el ARN
codificado por el gen PCAS se detecta usando un procedimiento de amplificacion que amplifica de forma simultanea
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una segunda secuencia de acido nucleico especifica de la préstata también contenida en la muestra.

Especificamente, la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para la deteccion de cancer de préstata en una
muestra de orina de un paciente humano, que comprende:

(a) realizar un ensayo de amplificacién del ARN in vitro con dicha muestra que comprende al menos una célula de
préstata o extracto de acido nucleico de la misma usando un primer par de cebadores especifico de una secuencia
de &cido nucleico de PCAS especifica de cancer de prostata;

(b) realizar un segundo ensayo de amplificacion del ARN in vitro con dicha muestra que comprende al menos una
célula de préstata o extracto de acido nucleico de la misma usando un segundo par de cebadores especifico de una
segunda secuencia de acido nucleico de PCA3 especifica de cancer de préstata; y

(c) detectar dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 especifica de cancer de préstata y dicha secuencia de acido
nucleico especifica de la prostata;

en el que la deteccion de dicha secuencia de acido nucleico de PCAS3 especifica de cancer de prostata o un mayor
nivel de la misma en comparacion con la cantidad presente en las muestras control normales se correlaciona con un
riesgo de desarrollar cancer de préstata o una presencia de cancer de prostata en dicho paciente; y en el que una
ausencia de deteccién de dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 especifica de cancer de préstata o la
deteccion de un nivel mas bajo de la misma en comparacién con la cantidad presente en las muestras control
normales y la deteccién de dicha segunda secuencia de &acido nucleico especifica de cancer de prostata se
correlaciona con una ausencia de cancer de prostata o un menor riesgo de desarrollar el mismo.

En una realizacién concreta adicional divulgada en el presente documento, el segundo marcador especifico de
prostata amplificado se selecciona del grupo que consiste en ARNm de PSA, calicreina 2 humana (hK2/KLK2),
antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA), transglutaminasa 4, fosfatasa acida o ARN de PCGEM1.

En oftra realizacion divulgada en el presente documento, el ARN se detecta usando un procedimiento de
amplificacion del ARN. En una realizacion adicional, el procedimiento de amplificacion del ARN esta acoplado a
deteccion en tiempo real de los productos amplificados usando sondas especificas de fluorescencia. En una
realizacién adicional mas, el procedimiento de amplificacién es PCR. En una realizacién adicional, la PCR es PCR
en tiempo real o un procedimiento relacionado que permite una deteccion en tiempo real de los productos
amplificados.

Por tanto, la invencién también esta dirigida a un procedimiento de amplificacion de ARN in vitro para determinar una
predisposicion a desarrollar cancer de prostata o una presencia de cancer de prostata en un paciente, que
comprende:

(a) poner en contacto una muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de acido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con un ARNm de PCAS3
especifico de cancer de prostata seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un polinucleétido de acuerdo con las SEC ID N2 9, 10 0 13.

(i) una secuencia de polinucleétido que hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
polinucleétidos de (i); y

(iii) una secuencia de polinucleétidos completamente complementaria a la de (i) o (ii);

(b) poner en contacto dicha muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de acido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con un segundo ARNm
especifico de préstata;

(c) detectar en dicha muestra de orina la cantidad de dicho PCA3 y dichos segundos polinucleétidos especificos de
prostata; y

(d) comparar la cantidad de dicho polinucle6tido de PCA3 que hibrida con el oligonucleétido con un valor de corte
predeterminado, validando dicha deteccién de PCA3 con dicha deteccion de dichos segundos polinucleétidos
especificos de préstata y de este modo, determinar la presencia o ausencia de cancer de prostata en la muestra de
orina o extracto de la misma.

La invencién se refiere ademas a un procedimiento in vitro de monitorizar una variacion en el tiempo en el nivel de
un ARNm de PCA3 asociado con cancer de prostata en un paciente, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
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extracto de acido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con dicho ARNm de PCA3
asociado con el cancer de prostata seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un polinucleétido de acuerdo con las SEC ID N®9, 10 0 13.

(i) una secuencia de polinucleétidos que hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
nucleétidos de (i); y

(iii) una secuencia de polinucleétidos completamente complementaria a la de (i) o (ii);

(b) poner en contacto dicha muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de &cido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con un segundo ARNm
especifico de préstata;

(c) detectar en dicha muestra de orina las cantidades de dicho ARNm de PCAS3 y dicho segundo ARNm especifico
de prostata;

(d) repetir las etapas (a) y (b) usando una muestra de orina del paciente que comprende al menos una célula de
préstata o extracto de acido nucleico de la misma del paciente en un punto de tiempo posterior; y

(e) comparar la cantidad de dicho ARNm de PCAS detectado en la etapa (d) con la cantidad de ARNm de PCA3
detectado en la etapa (c) y de este modo monitorizar la variaciéon en el tiempo en el nivel de dicho ARNm de PCA3
asociado con el cancer de prostata en el paciente,

en el que una ausencia de deteccion de dicho ARNm de PCA3 se valida mediante la deteccion de dicho ARNm de
PCAS especifico de préstata en dicha muestra de orina.

En una realizacion relacionada, el ARN codificado por el gen de PCA3 se detecta en un extracto de acido nucleico
mediante un procedimiento de amplificaciéon de ARN in vitro denominado Amplificacion Basada en Acido Nucleico
(NASBA). Por supuesto, se conocen otros procedimientos de amplificaciéon de ARN y los presentes procedimientos y
kits presentes no se limitan a la NASBA. Ejemplos no limitantes de tales procedimientos de amplificacion de ARN
incluyen la amplificacion mediada por transcriptasa (TMA), la amplificacién por desplazamiento de hebra (SDA) y la
reaccion en cadena de la ligasa (LCR).

En una realizacion adicional, los productos amplificados se detectan en una fase homogénea mediante el uso de
una sonda fluorescente. En una realizacion, se usa el abordaje con balizas moleculares. En otra realizacién, el
producto se detecta en fase sélida mediante el uso de un procedimiento fluorescente o colorimétrico. Por tanto, debe
entenderse que se pueden usar numerosos procedimientos fluorescentes, colorimétricos o enzimaticos de acuerdo
con la presente divulgacion para detectar y/o cuantificar los ARN. También se pueden usar otros tipos de sondas y
cebadores marcados u otros tipos de procedimientos de deteccion de acuerdo con la presente divulgaciéon (por
ejemplo, ensayos de hibridacion tales como transferencias de tipo Northern, transferencias de manchas o
transferencias de ranuras y sondas y cebadores marcados radiactivamente).

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

En otra realizacion, la muestra de orina se obtiene después de un tacto rectal (TR). Por supuesto, se deberia
entender que los presentes procedimientos y kits también se podrian usar con una muestra de orina obtenida sin
tacto rectal o en otros tipos de muestras tales como esperma u orina y esperma mezclados (por ejemplo, primera
muestra de orina tras una eyaculacién), con tal de que el procedimiento de amplificacion y/o el procedimiento de
deteccion sean lo suficientemente sensibles como para detectar los marcadores seleccionados como objetivo (PCA3
y el segundo marcador). Los experimentos demostraron que los procedimientos y kits descritos en el presente
documento también se pueden llevar a cabo con estos tipos de muestras. Otras muestras que se pueden usar
incluyen sangre o suero.

En una realizacion, las células recogidas de la muestra de orina se recolectan y se lleva a cabo una extraccion de
acido nucleico total. En una realizacion concreta, la extraccién de acido nucleico total se lleva a cabo usando un
procedimiento de bandas en fase soélida con esferas de silice como describieron BOOM y col., (1990, J. Clin.
Microbiol. 28: 495-503). En otra realizacion, los acidos nucleicos se purifican usando otro procedimiento de captura
del objetivo (véase mas adelante). Por supuesto, se deberia entender que existen numerosos procedimientos de
extraccion y purificacion de acidos nucleicos y por tanto, que se podrian usar otros procedimientos de acuerdo con la
presente divulgacion. Ejemplos no limitantes incluyen un procedimiento de extraccién con fenol/cloroformo y el
procedimiento de purificacién por captura del objetivo (véase mas adelante). Se describen otros procedimientos de
este tipo en los libros de texto a los que se hace referencia en el presente documento. También debe reconocerse
que en la técnica se conocen bien numerosos procedimientos para estabilizar o proteger las células de prostata
contenidas en la muestra de orina o en otra muestra, asi como para estabilizar o proteger el ARN presente en estas

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2427853713

células.

En otra realizacién, los procedimientos de la presente divulgacion se llevan a cabo usando una muestra en bruto, no
purificada o semipurificada.

En una realizacion concreta, la presente divulgacion también se refiere a un kit de diagndstico de cancer de prostata
para detectar la presencia de acido nucleico de PCA3 en una muestra. Este kit generalmente comprende un primer
medio contenedor que tiene dispuesta en el mismo al menos una sonda oligonucleotidica y/o cebador que hibrida
con un &cido nucleico de PCAS3 (por ejemplo, ARN de PCAS) y un segundo medio contenedor que contiene al menos
otro cebador oligonucleotidico y/o sonda que hibrida con la segunda secuencia especifica de préstata mencionada
anteriormente. En otra realizacién, un tercer medio contenedor contiene una sonda que hibrida especificamente con
el producto de amplificacion de PCA3. En una realizacién preferida, el kit ademas incluye otros contenderos que
comprenden componentes adicionales tales como un oligonucle6tido o un cebador adicional y/o uno o méas de los
siguientes: tampones, reactivos a usar en el ensayo (por ejemplo, reactivos de lavado, polimerasas, controles
internos (Cl) u otros) y reactivos capaces de detectar la presencia de una o mas sondas de &cido nucleico
/cebadores. Por supuesto, son posibles numerosas realizaciones de los kits divulgados en el presente documento.
Por ejemplo, los diferentes medios contenedores se pueden dividir en reactivos de amplificacion y reactivos de
deteccion. En una realizaciéon de este tipo, un primer medio contenedor contiene reactivos de amplificacion o de
hibridacion especificos de los acidos nucleicos diana divulgados en el presente documento (por ejemplo, PCA 3,
segundos acidos nucleicos especificos de préstata y de control interno) y el segundo medio contenedor contiene
reactivos de deteccién. Como alternativa, los reactivos de deteccion y los reactivos de amplificacion pueden estar
contenidos en el mismo medio contenedor.

De acuerdo con esto, la invencion abarca el uso de un kit para evaluar la presencia de cancer de préstata en un
paciente o evaluar el riesgo de dicho paciente de desarrollar dicho cancer analizando una muestra de orina de dicho
paciente, en el que dicho kit comprende:

(a) un primer par de cebadores para amplificar el ARNm de PCA3 especifico de cancer de prostata asociado con el
cancer de préstata de dicha muestra que comprende al menos una célula de préstata o extracto de acido nucleico
de la misma,;

(b) un segundo de cebadores para amplificar un segundo ARNm especifico de cancer de préstata; y

(c) reactivos que permiten una deteccion de dicho PCA3 y dichos segundos productos de amplificacién del acido
nucleico especifico de préstata cuando esta presente dicho PCAS y/o dicho ARNm especifico de prostata,

en el que dicho uso permite una correlacion de una deteccién de dicha secuencia de &cido nucleico de PCA3
especifica de cancer de prostata o un mayor nivel de la misma en comparacion con la cantidad presente en las
muestras control normales se correlaciona con un riesgo de desarrollar cancer de préstata o una presencia de
cancer de prostata en dicho paciente; y una correlacién de una ausencia de deteccion de dicha secuencia de acido
nucleico de PCAS3 o la deteccion de un nivel mas bajo de la misma en comparacién con la cantidad presente en las
muestras control normales y la deteccion de dicha segunda secuencia de acido nucleico especifica de cancer de
préstata con una ausencia de cancer de prostata o un menor riesgo de desarrollar el mismo.

La invencién abarca ademas el uso de un kit de diagndstico para la deteccién de cancer de préstata en un paciente
o evaluar el riesgo de dicho paciente de desarrollar dicho cancer analizando una muestra de orina de dicho paciente,
en el que dicho kit de diagnéstico comprende:

(a) al menos un contenedor que tiene dispuesto en el mismo al menos una sonda oligonucleotidica o cebador que
hibrida con un ARNm de PCA3 especifico de cancer de préstata de dicha muestra seleccionado del grupo que
consiste en:

(i) una secuencia de polinuclettidos de PCA3 de acuerdo con las SEC ID N2 9, 10 o 13.

(i) una secuencia de polinucleétidos que es completamente complementaria a la de (i); y

(iii) una secuencia de polinucleétidos que hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con (i) o (ii);

(b) al menos una sonda oligonucleotidica o cebador que hibrida con un segundo ARNm especifico de préstata o
complementario del mismo de dicha muestra; y

(c) reactivos que permiten una deteccioén de dicho ARNm de PCAS y de dicho segundo ARNm especifico de prdstata
cuando esta presente dicho ARNm de PCAS3 y/o dicho ARNm especifico de préstata,

en el que una ausencia de deteccién de dicho ARNm de PCA3 o deteccion de un menor nivel del mismo en
comparacioén con la cantidad presente en las muestras control normales y una presencia de dicho segundo ARNm
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especifico de préstata valida una ausencia de cancer de préstata o un menor riesgo de desarrollar el mismo en dicho
paciente.

La presente divulgacion se refiere ademas a un kit de diagnostico de cancer de prostata para detectar la presencia
de &cido nucleico de PCA3 en una muestra. Este kit generalmente comprende un primer medio contenedor que tiene
dispuesta en el mismo al menos una sonda oligonucleotidica y/o cebador que hibrida con un ARNm de PCAS3 y un
segundo medio contenedor que contiene al menos otro cebador oligonucleotidico y/o sonda que hibrida con el
ARNm de la segunda secuencia especifica de prostata. En otra realizacion, un tercer medio contenedor contiene
una sonda que hibrida especificamente con el producto de amplificacion de PCA3. En otra realizacion mas, un
cuarto medio contenedor contiene una sonda que hibrida especificamente con el segundo ARNm especifico de
prostata. En una realizacion preferida, el kit ademas incluye otros contenedores que comprenden componentes
adicionales tales como un oligonucleétido o un cebador adicional (por ejemplo, para control interno) y/o uno o mas
de los siguientes: tampones, reactivos a usar en el ensayo (por ejemplo, reactivos de lavado, polimerasas, acido
nucleico control interno o células u otros) y reactivos capaces de detectar la presencia de una o mas
sondas/cebadores de acido nucleico unido. Por supuesto, la separacién o ensamblaje de los reactivos en el mismo o
diferente medio contenedor esta dirigida por los tipos de procedimientos de extraccion, amplificacion o hibridacion y
los procedimientos de detecciéon usados, asi como por otros parametros, incluidos estabilidad, necesidad de
conservacion etc.

La presente divulgacion abarca mudltiples procedimientos y kits. Por ejemplo, la deteccion y/o amplificacién de la
secuencia de acido nucleico de PCA3 no tiene que ser idéntica a la del segundo polinucledtido especifico de
prostata u otras secuencias objetivo. Por tanto, por ejemplo, un procedimiento o kit que se basara en ARN para
PCAS podria basarse en ADN para el segundo marcador de préstata o para otras secuencias objetivo.

Un experto en la técnica deberia entender que se pueden usar numerosos métodos estadisticos en el contexto de la
presente divulgacion para determinar si el ensayo es positivo o negativo. El arbol de decisién usado es solo un
ejemplo no limitante de dicho método estadistico.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos y la nomenclatura usados en el presente
documento tienen el mismo significado que un experto en la técnica a la que la presente divulgacién pertenece
entiende habitualmente. 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 y col., 1994, John Wiley
& Sons, Nueva York, NY) o The Harper Collins Dictionary of Biology (Hale & Marham, 1991, Harper Perennial,
Nueva York, NY), Rieger y col., Glossary of genetics: Classical and molecular, 52 edicion, Springer-Verlag, Nueva
York, 1991; Alberts y col., Molecular Biology of the Cell, 42 edicién, Garland Science, Nueva York, 2002; y Lewin,
Genes VI, Oxford University Press, Nueva York, 2000. En general, los procedimientos de biologia molecular y
similares son procedimientos habituales usados en la técnica. Tales técnicas convencionales se pueden hallar en
manuales de referencia tales como, por ejemplo, Sambrook y col. (2000, Molecular Cloning - A Laboratory Manual,
Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratories); y Ausubel y col. (1994, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, New-York).

En la presente descripcion se usan ampliamente una serie de términos. Con el fin de proporcionar una comprension
clara y coherente de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, incluido el alcance a dar a dichos términos, se
proporcionan las siguientes definiciones.

Definiciones

Las secuencias de nucleétidos se presentan en el presente documento mediante una sola hebra en direccion 5’ a 3,
de izquierda a derecha, usando los simbolos de nucleétidos de una letra como se usan habitualmente en la técnica y
de acuerdo con las recomendaciones de la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de la IUPAC-IUB.

La presente descripcion se refiere a una serie de términos de tecnologia de ADN recombinante (ADNr) usados de
forma rutinaria. No obstante, a efectos de claridad y de consistencia se proporcionan definiciones de determinados
ejemplos de dichos términos de ADNr.

Como se usa en el presente documento, “molécula de acido nucleico” o “polinucleétidos” hace referencia un
polimero de nucleétidos. Ejemplos no limitantes de la misma incluyen moléculas de ADN (por ejemplo, ADN
gendmico, ADNc), de ARN (por ejemplo, ARNm) y quimeras de los mismos. La molécula de acido nucleico se puede
obtener mediante técnicas de clonacion o se pueden sintetizar. El ADN puede ser bicatenario o monocatenario
(hebra codificante o hebra no codificante [antisentido]). El acido ribonucleico (ARN) y el acido desoxirribonucleico
(ADN) convencionales se incluyen en la expresion “acido nucleico” y los polinucleétidos son analogos de los
mismos. Una estructura de acido nucleico puede comprender varios enlaces conocidos en la técnica, incluidos uno o
mas de enlaces azUcar-fosfodiéster, enlaces péptido-acido nucleico (denominados “acidos nucleicos peptidicos”
(PNA); Hydig-Hielsen y col., publicacion internacional de PCR WO 95/32305), enlaces fosforotioato, enlaces
metilfosfonato 0 combinaciones de los mismos. Los restos de azucar del acido nucleico pueden ser ribosa o
desoxirribosa 0 compuestos similares que tienen sustituciones conocidas, por ejemplo sustituciones 2'-metoxi (que
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contienen un resto 2’-O-metilribofuranosilo; véase PCT n® WO 98/02582) y/o sustituciones de haluro en 2. Las
bases nitrogenadas pueden ser bases convencionales (A, G, C, T, U), analogos conocidos de las mismas (por
ejemplo, inosina u otras; véase The Biochemistry of the Nucleic Acids 5-36, Adams y col., ed., 11th ed., 1992), o
derivados conocidos de bases puricas o pirimidinicas (véase, Cook, publicacion internacional de PCT WO 93/13121)
o residuos “abdsicos” en los que la estructura incluye bases no nitrogenadas de uno o mas residuos (Arnold y col.,
patente de EE.UU. n? 5,585,481). Un &cido nucleico puede comprender Unicamente azlcares convencionales, bases
y enlaces, como se encuentran en el ARN y el ADN, o pueden incluir componentes y sustituciones convencionales
(por ejemplo, bases convencionales unidas mediante una estructura metoxi, 0 un &cido nucleico que incluye bases
convencionales y uno o mas analogos de bases). La terminologia “4cido nucleico de PCA3” o “polinucleétidos de
PCA3” hace referencia a una secuencia de acido nucleico de PCA3 nativo. En una realizacioén, el acido nucleico de
PCABS tiene la secuencia establecida en las SEC ID N® 9, 10 y 13. En otra realizacién, el acido nucleico de PCA3
codifica una proteina PCA3. En una realizacion adicional, el acido nucleico de PCAS3 es una secuencia de acido
nucleico no codificante. En otra realizacion mas, la secuencia de PCA3 a la que estan dirigidas las secuencias de
PCAS abarcadas por la presente invencién es una secuencia de PCAS natural hallada en una muestra de paciente.

La expresién “ADN recombinante” como se conoce en la técnica hace referencia a una molécula de ADN resultante
del conjunto de segmentos de ADN. Normalmente, a esto se le denomina ingenieria genética. Lo mismo es cierto
para “acido nucleico recombinante”.

La expresion “segmento de ADN” se usa en el presente documento para hacer referencia una molécula que
comprende un tramo lineal o secuencia de nucledtidos. Esta secuencia, cuando se lee de acuerdo con el codigo
genético (por ejemplo, un marco de lectura abierto u ORD) puede codificar un tramo o secuencia lineal de
aminoacidos a la que se puede hacer referencia como polipéptido, proteina, fragmento de proteina y similares.

La terminologia, “par de amplificacién” o “par de cebadores” hace referencia en el presente documento a un par de
oligonucledtidos (oligos) de la presente invencion, que se seleccionan para usar juntos en la amplificacion de una
secuencia determinada de acido nucleico mediante uno de una serie de tipos de procedimientos de amplificacién.

“Amplificacién” se refiere a cualquier procedimiento in vitro para obtener multiples copias (“amplicones”) de una
secuencia de acido nucleico diana o su complementaria o fragmentos de la misma. Amplificacion in vitro hace
referencia a la produccion de un acido nucleico amplificado que puede contener menos que la secuencia de la
region diana completa o su complementaria. Los procedimientos de amplificacion in vitro conocidos incluyen, por
ejemplo, amplificacion mediada por transcripcion, amplificacion mediada por replicasa, amplificacion mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacién mediante reaccion en cadena de la ligasa (LCR) y
amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA). La amplificacién mediada por replicasa usa moléculas de ARN
autorreplicantes y una replicasa tal como la QB-replicase (p.ej., Kramer y col., patente de EE.UU. n° 4.786.600). La
amplificacion por PCR es bien conocida y usa ADN polimerasa, cebadores y ciclado térmico para sintetizar maltiples
copias de las dos hebras complementarias de ADN o ADNc (por ejemplo, Mullis y col., las patentes de EE.UU. n®
4.683.195, n® 4.683.202 y n? 4.800.159). La amplificacion por LCR usa al menos cuatro oligonucleotidos distintos
para amplificar una diana y su hebra complementaria usando multiples ciclos de hibridacién, ligacién y
desnaturalizacion (por ejemplo, publicacion de la solicitud de patente EP n® 0320308). La SDA es un procedimiento
en el que un cebador contiene un sitio de reconocimiento para una endonucleasa de restriccion que permite que la
endonucleasa haga una muesca en una hebra de un ADN duplex hemimodificado que incluye la secuencia diana,
seguido de amplificacién en una serie de etapas de desplazamiento de hebra y extension por cebador (por ejemplo,
Walker y col., patente de EE.UU. n? 5.422.252). Otro procedimiento de amplificacién por desplazamiento de hebra
conocido no requiere la rotura por la endonucleasa (Dattagupta y col., patente de EE.UU. n° 6.087.133). La
amplificacion mediada por transcripcion se usa en la presente divulgacion. Los expertos en la técnica entenderan
que las secuencias de cebadores oligonucleotidicos divulgadas en el presente documento pueden usarse facilmente
en cualquier procedimiento de amplificacién in vitro basado en la extensién del cebador mediante una polimerasa
(véanse, en general, Kwoh y col., 1990, Am. Biotechnol. Lab. 8:14-25 y Kwoh y col., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 1173-1177; Lizardi y col., 1988, BioTechnology 6:1197-1202; Malek y col., 1994, Methods Mol. Biol.,
28:253-260; y Sambrook y col., 2000, Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Third Edition, CSH Laboratories).
Como se conoce habitualmente en la técnica, los oligos estan disefiados para unirse a una secuencia
complementaria en condiciones seleccionadas.

Como se usa en el presente documento, la expresion “fisiolégicamente relevante” quiere decir que describe
interacciones que pueden modular una funcién que es fisiolégicamente relevante. La presente divulgacion abarca,
por ejemplo, la transcripcion de un gen en su entorno natural. Por supuesto, una unién de una proteina a PCA3
también se puede considerar una funcion fisioldgicamente relevante si esta union se produce en un entorno natural.

La expresién molécula o secuencia de "ADN" (asi como, en ocasiones, el término "oligonucleétido") hace referencia
a una molécula comprendida generalmente por los desoxirribonucleétidos adenina (A), guanina (G), timina (T) y/o
citosina (C). En el "ARN”, T esta sustituido por uracilo (U). Como se usa en el presente documento, secuencias
concretas de ADN o ARN pueden describirse de acuerdo con el consenso normal de proporcionar Unicamente la
secuencia en la direccién 5" a 3'.
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Electroforesis en gel de agarosa. La técnica utilizada mas habitualmente (aunque no la Unica) para el
fraccionamiento de ADN bicatenario es la electroforesis en gel de agarosa. El principio de este procedimiento es que
las moléculas de ADN migran a través del gel como si fuera un tamiz que retrasa el movimiento de las moléculas
mas grandes en mayor medida y el movimiento de las moléculas més pequenas 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 patrén es pequerio.
Para visualizar un grupo pequefio de estos fragmentos, se puede aplicar una metodologia denominada
procedimiento de hibridacién (por ejemplo, hibridacion de tipo Southern).

“Hibridacién de acido nucleico” se refiere en general a la hibridacion de dos moléculas de &acido nucleico
monocatenarias que tienen secuencias de bases complementarias que, en las condiciones adecuadas, formaran
una estructura bicatenaria favorecida termodinamicamente. Ejemplos de condiciones de hibridacion se pueden
encontrar en los dos manuales de laboratorio a los que se ha hecho referencia anteriormente (Sambrook y col.,
2000, ant. y Ausubel y col., 1994, ant.) y son conocidas habitualmente en la técnica. En este caso de una hibridacion
en un filtro de nitrocelulosa (0 un soporte de este tipo como nylon), como, por ejemplo, en el bien conocido
procedimiento de transferencia de tipo Southern, un filtro de nitrocelulosa se puede incubar durante la noche a 65°C
con una sonda marcada en una solucién que contiene niveles altos de sales (6 x SSC o0 5 x SSPE), 5 x solucién de
Denhardt, 0,5% de SDS y 100 pg/ml de ADN transportador desnaturalizado (p.ej., ADN de esperma de salmoén). La
sonda de union inespecifica se puede lavar del filtro mediante varios lavados en 0,2 x SSC/0,1% de SDS a una
temperatura que se selecciona a la vista de la rigurosidad deseada: temperatura ambiental (baja rigurosidad), 42°C
(rigurosidad moderada) o 65°C (rigurosidad alta). La concentracion de sal y SDS de las soluciones de lavado
también se pueden ajustar para acomodarla a la rigurosidad deseada. La temperatura seleccionada y la
concentraciéon de sal se basa en la temperatura de fusion (Tm) del hibrido de ADN. Por supuesto, los hibridos de
ARN-ADN también se pueden formar y detectar. En estos casos, las condiciones de hibridacién y lavado se pueden
adaptar de acuerdo con procedimientos bien conocidos por el experto en la técnica. Preferentemente se usaran
condiciones rigurosas (Sambrook y col., 2000, ant.). También se pueden usar otros protocolos o kits de hibridacién
disponibles comercialmente (por ejemplo, ExpressHyb™ de BD Biosciences Clonetech) usando diferentes
soluciones de hibridacién y lavado como es bien conocido en la técnica.

Con una "sonda" se quiere incluir un oligbmero de acido nucleico que hibrida especificamente con una secuencia
objetivo en un acido nucleico o su complementaria en condiciones que estimulan la hibridaciéon, de modo que se
permite la deteccién de la secuencia objetivo o de su &cido nucleico amplificado. La deteccion puede ser directa (es
decir, resultante de una sonda que hibrida directamente con la secuencia objetivo o amplificada) o indirecta (es
decir, resultante de una sonda que hibrida con una estructura molecular intermedia que une la sonda a la secuencia
objetivo o amplificada). Generalmente, un “objetivo” de una sonda hace referencia a una secuencia dentro de una
secuencia de acido nucleico amplificada (es decir, un subconjunto de la secuencia amplificada) que hibrida
especificamente con al menos una porcion de la secuencia de la sonda mediante puentes de hidrégeno
convencionales o “apareamiento de bases”. Las secuencias que son “suficientemente complementarias” permiten
una hibridacion estable de una secuencia de una sonda con una secuencia objetivo, incluso si las dos secuencias no
son completamente complementarias. Una sonda puede estar marcada o no marcada.

Mediante “suficientemente complementaria” se quiere decir una secuencia de bases de &cido nucleico contiguas que
es capaz de hibridar con otra secuencia mediante puentes de hidrégeno ente una serie de bases complementarias.
Las secuencias de bases complementarias pueden ser complementarias en cada posicién de la secuencia usando
apareamiento de bases convencional (por ejemplo, apareamiento G:C, A:T o A:U) o pueden contener uno o mas
residuos (incluidos residuos abasicos) que no son complementarios usando apareamiento de bases convencional
pero que permiten que toda la secuencia hibride especificamente con otra secuencia de bases en condiciones de
hibridacion adecuadas. Las bases contiguas de un oligdmero son, al menos, aproximadamente un 80% (81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100%), mas preferentemente al menos
aproximadamente un 90% complementarias de la secuencia con la que el oligdbmero hibrida especificamente. Las
condiciones de hibridacion adecuadas son bien conocidas para el experto en la técnica, se pueden predecir
facilmente en base a la composicién de la secuencia y las condiciones o se pueden determinar empiricamente
usando analisis de rutina (véase Sambrook y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd ed. (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) en §§ 1.90-1.91, 7.37-7.57, 9.47-9.51 y 11.47-11.57,
particularmente a §§ 9.50-9.51, 11.12-11.13, 11.45-11.47 y 11.55-11.57).

Las secuencias de acido nucleico se pueden detectar usando hibridacion con una secuencia complementaria (por
ejemplo, sondas oligonucleotidicas) (véanse las patentes de EE.UU. n® 5.503.980 (Cantor), n® 5.202.231 (Drmanac y
col.), n? 5.149.625 (Church y col.), n? 5.112.736 (Caldwell y col.), n® 5.068.176 (Vijg y col.) y n® 5.002.867
(Macevicz)). Los procedimientos de deteccion de hibridacion pueden usar una matriz de sondas (por ejemplo, en un
chip de ADN) para proporcionar informaciéon de la secuencia sobre el acido nucleico objetivo que hibrida de forma
selectiva con una secuencia de la sonda exactamente complementaria en un conjunto de cuatro secuencias de
sonda relacionadas que difieren en un nucleétido (véanse las patentes de EE.UU. n? 5.837.832 y n® 5.861.242 (Chee

y col.)).
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Una etapa de deteccion puede usar cualquiera de diversos procedimientos conocidos para detectar la presencia de
acido nucleico mediante hibridacion con una sonda oligonucleotidica. Un ejemplo especifico de una etapa de
deteccion usa un procedimiento de deteccién homogéneo como el descrito con detalle anteriormente en Arnold y col.
Clinical Chemistry 35: 1588-1594 (1989) y patentes de EE.UU. n? 5.658.737 (Nelson y col.), y n® 5.118.801 y n®
5.312.728 (Lizardi y col.).

Los tipos de procedimientos de deteccion en los que se pueden usar las sondas incluyen transferencias Southern
(deteccion de ADN), transferencias puntuales o de tipo ranura (ADN, ARN) y transferencias Northern (deteccion de
ARN). También se podrian usar proteinas marcadas para detectar una secuencia de acido nucleico concreta a la
que se une. Guichet y col., 1997, Nature 385 (6616): 548-552; y Schwartz y col., 2001, EMBO 20 (3): 510-519. Otros
procedimientos de deteccién incluyen kits que contienen reactivos divulgados en el presente documento en un
contexto de tira reactiva y similares. Por supuesto, podria ser preferible usar un procedimiento de deteccién que se
pueda automatizar. Un ejemplo no limitante del mismo incluye un chip u otro soporte que comprende una o mas (por
ejemplo, una matriz) de sondas diferentes.

Un “marcador” hace referencia a un resto molecular o compuesto que se puede detectar o que puede conducir a una
sefal detectable. Un marcador se une, directa o indirectamente, a una sonda de acido nucleico o al acido nucleico
que se va a detectar (por ejemplo, una secuencia amplificada). El marcaje directo se puede producir mediante
enlaces o interacciones que unen el marcador al acido nucleico (por ejemplo, enlaces covalentes o interacciones no
covalentes), mientras que el marcaje indirecto puede producir mediante un “ligador” o resto de union, tal como
oligonucleotido(s) adicionales, que esta directa o indirectamente marcado. Los restos de union pueden amplificar
una sefal detectable. Los marcadores pueden incluir cualquier resto detectable (por ejemplo, un radiontclidos,
ligando tal como biotina o avidina, enzima o sustrato enzimatico, grupo reactivo, cromdforo, tal como un pigmento o
particula coloreada, compuesto luminiscente incluyendo un compuesto bioluminiscente, fosforescente o
quimioluminiscente y compuesto fluorescente). Preferentemente, el marcador en una sonda marcada es detectable
en un sistema de ensayo homogéneo, es decir en una mezcla, el marcador unido exhibe un cambio detectable
comparado con un marcador no unido.

Se conocen otros procedimientos de marcado de acidos nucleicos, de modo que un marcador se une a una hebra
de acido nucleico cuando se fragmenta, lo que es Util para marcar acidos nucleicos a detectar mediante hibridacion
con una matriz de sondas de ADN inmovilizadas (por ejemplo, véase la PCT n® PCT/IB99/02073).

Un “marcador detectable homogéneo” hace referencia a un marcador cuya presencia se puede detectar de un modo
homogéneo en base a si la sonda marcada esta hibridada con una secuencia objetivo. Un marcador detectable
homogéneo se puede detectar sin eliminar fisicamente las formas hibridadas de las no hibridadas de la sonda
marcada. Los marcadores detectables homogéneos y los procedimientos para detectarlos se han descrito con
detalle en otros lugares (por ejemplo, véanse las patentes de EE. UU. n® 5.283.174, 5.656.207 y 5.658.737).

Como se usa en el presente documento, “oligonucleétidos” u “oligos” definen una molécula que tiene dos o mas
nucleétidos (ribo o desoxirribonucleétidos). El tamafio del oligo vendra dictado por la situacion concreta y en ultima
instancia, por el uso concreto del mismo y el experto en la técnica loe adaptara en consecuencia. Un oligonucle6tido
se puede sintetizar quimicamente o derivar mediante clonacién de acuerdo con procedimientos bien conocidos.
Aunque normalmente estan en forma monocatenaria, pueden estar en forma bicatenaria e incluso contener una
“region reguladora”. Pueden contener nucleétidos raros naturales o sintéticos. Pueden estar disefados para
potenciar un criterio elegido como, por ejemplo, la estabilidad.

Como se usa en el presente documento, un “cebador” define un oligonucleétido que es capaz de hibridar con una
secuencia objetivo, de modo que crea una region bicatenaria que puede servir como punto de iniciaciéon para la
sintesis de &cido nucleico en las condiciones adecuadas. Los cebadores pueden estar disefiados para, por ejemplo,
ser especificos de ciertos alelos para usar en un sistema de amplificacion especifico de alelo. Por ejemplo, un
cebador puede estar disefiado de forma que sea complementario de un ARN corto de PCAS3 que esta asociado con
un estado maligno de la prostata, mientras que un ARN largo de PCAS esta asociado con un estado no maligno
(benigno) de la misma (PCT/CA00/01154 publicado con el n® WO 01/23550). La region 5 del cebador puede ser no
complementaria de la secuencia de acido nucleico objetivo e incluir bases adicionales, tales como una secuencia
promotor (que se denomina “cebador del promotor”). Los expertos en la técnica apreciaran que cualquier oligémero
que puede funcionar como cebador se puede modificar para que incluya una secuencia promotora en 5’ y por tanto,
funcionar como un cebador de promotor. De un modo similar, cualquier cebador de promotor puede servir como
cebador, con independencia de su secuencia promotor funcional. Por supuesto, el disefio de un dejador de una
secuencia de &cido nucleico conocida es bien conocido en la técnica. En cuanto a los oligos, puede comprender una
serie de tipos de diferentes nucleétidos.

Amplificacion asociada con la transcripcion. La amplificacion de una secuencia de acido nucleico objetivo usando al
menos dos cebadores se puede conseguir usando varios procedimientos de amplificacién de &acido nucleico
conocidos, pero, preferentemente, usa una reaccion de amplificacion asociada con la transcripcion que es
sustancialmente isotérmica. Usando dicho procedimiento de amplificacion in vitro se producen muchas hebras de
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acido nucleico a partir de una sola copia de acido nucleico objetivo, de modo que permite la deteccién del objetivo en
la muestra mediante la union especifica de las secuencias amplificadas a una o mas sondas de deteccion. Los
procedimientos de amplificacion asociada con la transcripcion se han descrito con detalle en otros lugares (por
ejemplo, las patentes de EE. UU. n° 5.399.491 y 5.554.516)). Brevemente, la amplificacion asociada con la
transcripcion usa dos tipos de cebadores (siendo uno un cebador de promotor porque contiene una secuencia
promotor para una ARN polimerasa), dos actividades enzimaticas (una transcriptasa inversa (RT) y una ARN
polimerasa), sustratos (desoxirribonucledsido trifosfatos, ribonucledétido trifosfatos) y sales y tampones adecuados en
solucién para producir multiples transcritos de ARN a partir de un molde de acido nucleico. Inicialmente, un cebador
promotor hibrida especificamente con una secuencia objetivo (por ejemplo, ARN) y la transcriptasa inversa crea una
primera hebra de ADN complementaria (ADNc) mediante extensién desde el extremo 3' del cebador promotor. El
ADNCc se hace disponible para hibridacién con el segundo cebador mediante cualquiera de diversos procedimientos,
tales como mediante desnaturalizacion del duplex objetivo-ADNc o usando actividad RNasa H suministrada
mediante la RT que degrada el ARN en un duplex de ADN:ARN. Un segundo cebador se une al ADNc y se sintetiza
una nueva hebra de ADN desde el extremo del segundo cebador usando la actividad RT para crear un ADN
bicatenario (dsADN) que tiene una secuencia promotora funcional en un extremo. Una ARN polimerasa se une a la
secuencia promotora del dsADN vy la transcripcion produce multiples transcritos (“amplicones”), Los amplicones se
usan en etapas o ciclos posteriores del procedimiento de amplificacién asociada con la transcripcion sirviendo como
un molde nuevo para la replicacion, de modo que se generan muchas copias del acido nucleico amplificado (es
decir, a partir de cada molde se sintetizan aproximadamente 100 a 3.000 copias de ARN).

NASBA. La amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA) se puede llevar a cabo de acuerdo con
técnicas conocidas (Malek y col. Methods Mol Biol, 28: 253-260). En una realizacion, la amplificacion NASBA
comienza con la hibridaciéon de un cebador antisentido P1 (que contiene el promotor de la ARN polimerasa de T7) o
el ARNm objetivo. Después, la transcriptasa inversa (RTasa) sintetiza una hebra de ADN complementario. El hibrido
bicatenario ADN/ARN es reconocido por la RNasa H que digiere la hebra de ARN, dejando una molécula de ADN
monocatenaria a la que se puede unir el cebador sentido P2. P2 sirve como ancla para la RTasa que sintetiza una
segunda hebra de ADN. EI ADN bicatenario resultante tiene un promotor de ARN polimerasa de T7 funcional
reconocido por la respectiva enzima. La reaccion NASBA puede ahora entrar en la fase se amplificacion ciclica que
comprende seis etapas: (1) Sintesis de moléculas cortas de ARN monocatenario antisentido (de 10'a 10° copias por
molde de ADN) mediante la ARN polimerasa de T7; (2) hibridacién del cebador P2 con estas moléculas de ARN; (3)
sintesis de una hebra de ADN complementario por la RTasa; (4) digestion de la hebra de ARN en el hibrido de
ADN/ARN; (5) hibridacion del cebador P1 con el ADN monocatenario; y (6) generaciéon de moléculas de ADN
bicatenario por la RTasa. Dado que la reaccién NASBA es isotérmica (41°C), es posible la amplificacién especifica
del ssARN si se evita la desnaturalizacion del dsADN en el procedimiento de preparacién de la muestra. Por tanto,
es posible coger el ARN en un fondo de dsADN sin obtener resultados falsos positivos causados por el dsADN
genoémico.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La reaccion en cadena de la polimerasa se puede realizar de acuerdo
con técnicas conocidas. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n® 4.683.195, n? 4.683.202, n°® 4.800.159 y n®
4.965.188 (cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia). En general, la PCR implica
un tratamiento de una muestra de acido nucleico (por ejemplo, en presencia de una ADN polimerasa termoestable)
en condiciones de hibridacion, con un cebador oligonucleotidico para cada hebra de la secuencia especifica a
detectar. Un producto de extensiéon de cada cebador que se sintetiza es complementario a cada una de las dos
hebras de acido nucleico, con los cebadores suficientemente complementarios a cada hebra de la secuencia
especifica con la que hibridar. El producto de extensidn sintetizado de cada cebador también puede servir como
molde para la sintesis posterior de los productos de extension usando los mismos cebadores. Tras un nimero
suficiente de rondas de sintesis de los productos de extension se analiza la muestra para evaluar si estan presentes
la secuencia o las secuencias que se van a detectar. La deteccién de la secuencia amplificada se puede llevar a
cabo mediante visualizacion tras tincion con EtBe del ADN después de la electroforesis en gel o usando un
marcador detectable de acuerdo con técnicas conocidas y similares. Para una revisién de las técnicas de PCR
(véanse los protocolos de PCR, A Guide to Methods and Amplifications, Michael y col. Eds, Acad. Press, 1990).

La reaccién en cadena de la ligasa (LCR) se puede realizar de acuerdo con técnicas conocidas (Weiss, 1991,
Science 254:1292). Un experto en la técnica puede llevar a cabo la adaptaciéon del protocolo para satisfacer las
necesidades deseadas. También se lleva a cabo la amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) de acuerdo
con técnicas conocidas o adaptaciones de las mismas para satisfacer las necesidades concretas (Walker y col.,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:392-396; and ibid., 1992, Nucleic Acids Res. 20:1691-1696).

Captura del objetivo. En una realizacién, la captura del objetivo esta incluida en el procedimiento para incrementar la
concentracién o la pureza del acido nucleico objetivo antes de la amplificacion in vitro. Preferentemente, la captura
del objetivo implica un procedimiento relativamente simple de hibridar y aislar el acido nucleico objetivo, como se
describe con detalle en otros lugares (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n® 6.110.678, n° 6.280.952 y n°
6.534.273). En términos generales, la captura del objetivo se puede dividir en dos familias, especifica de secuencia 'y
no especifica de secuencia. En un procedimiento no especifico se usa un reactivo (por ejemplo, esferas de silice)
para capturar acidos nucleicos de forma no especifica. En el procedimiento especifico de secuencia, un
oligonucledtido unido a un soporte sélido se pone en contacto con una mezcla que contiene el acido nucleico
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objetivo en condiciones de hibridacién adecuadas para permitir que el acido nucleico objetivo se una al soporte
sélido para permitir la purificacion del objetivo de otros componentes de la muestra. La captura del objetivo se puede
ser el resultado de la hibridacién directa entre el acido nucleico objetivo y un oligonucleétido unido al soporte sélido
pero, preferentemente, es el resultado de la hibridacién indirecta con un oligonucleé6tido que forma un complejo de
hibridaciéon que une el acido nucleico objetivo al oligonucleétido sobre el soporte sélido. Preferentemente, el soporte
solido es una particula que se puede separar de la solucién, mas preferentemente una particula paramagnética que
se puede recuperar aplicando un campo magnético al vaso. Después de la separacion, el acido nucleico objetivo
unido al soporte sélido se lava y amplifica cuando la secuencia objetivo se pone en contacto con los cebadores,
sustratos y enzimas adecuados en una reaccion de amplificacién in vitro.

En general, las secuencias oligoméricas de captura incluyen una secuencia que se une especificamente a la
secuencia objetivo, cuando el procedimiento de captura es, de hecho, especifico y una secuencia “cola” que une el
complejo a una secuencia inmovilizada mediante hibridacion. Es decir, el oligbmero de captura incluye una
secuencia que se une especificamente a su PCAS3 o a otra secuencia objetivo marcador especifico de la prostata
(por ejemplo, PSA, hK2/KLK2, PMSA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida, PCGEM1) y una secuencia cola en 3
unida covalentemente (por ejemplo, un homopolimero complementario a una secuencia homopolimérica
inmovilizada). La secuencia cola que tiene una longitud de, por ejemplo, 5 a 50 nucleoétidos, hibrida con la secuencia
inmovilizada para unir el complejo que contiene el objetivo al soporte sélido y de este modo, purificar el acido
nucleico objetivo hibridado de otros componentes de la muestra. Un oligbmero de captura puede usar cualquier
enlace de la estructura, pero algunas realizaciones incluyen uno o mas enlaces 2'-metoxi. Por supuesto, otros
procedimientos de captura son bien conocidos en la técnica. El procedimiento de captura en la estructura del
capuchon (Edery y col., 1988, gene 74 (2): 517-525, US 5.219.989) o el procedimiento basado en silice son dos
ejemplos no limitantes de los procedimientos de captura.

Una “sonda inmovilizada” o “acido nucleico inmovilizado” hace referencia a un acido nucleico que une, directa o
indirectamente, un oligobmero de captura a un soporte sélido. Una sonda inmovilizada es un oligémero unido a un
soporte sélido que facilita la separacion de la secuencia objetivo unida del material no unido en una muestra. Se
puede usar cualquier soporte sélido conocido, tal como matrices y particulas libres en solucién, hecho de cualquier
material conocido (por ejemplo, nitrocelulosa, nylon, cristal, poliacrilato, polimeros mixtos, poliestireno,
polipropilensilano y particulas metalicas, preferentemente particulas paramagnéticas). Los soportes preferidos son
esferas paramagnéticas monodispersas (es decir, de tamafio uniforme * aproximadamente 5%), de modo que
proporcionan resultados consistentes, a las que una sonda inmovilizada se une de forma estable directamente (por
ejemplo, mediante un enlace covalente directo, quelacion o interaccion iénica) o indirectamente (por ejemplo,
mediante uno o mas ligadores), que permiten la hibridacién con otro acido nucleico en solucién.

El término “alelo” define una forma alternativa de un gen que ocupa un locus dado en un cromosoma.

Gen. Una secuencia de ADN generalmente relacionada pero no necesariamente relacionada con una Unica cadena
polipeptidica o proteina y tal como se usa en el presente documento, incluye las regiones en 5’ y 3’ sin traducir. El
polipéptido puede estar codificado por una secuencia de longitud completa o por cualquier porcion de la secuencia
codificante, con tal de que se mantenga la actividad funcional de la proteina.

ADN Complementario (ADNc). Moléculas de &cido nucleico recombinantes sintetizadas mediante transcripcién
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.

Como se sabe habitualmente, una “mutacion” es un cambio detectable en el material genético que se puede
transmitir a una célula hija. Como es bien conocido, una mutacién puede ser, por ejemplo, un cambio detectable en
uno o0 mas desoxirribonucleétidos. Por ejemplo, los nucleétidos se pueden anadir, delecionar, sustituir o invertir o
transponer a una posicion nueva. Existen mutaciones espontaneas y mutaciones inducidas experimentalmente. Un
polipéptido mutante puede estar codificado a partir de esta molécula de acido nucleico mutante.

Como se usa en el presente documento, el término “purificado” se refiere a una molécula (por ejemplo, acido
nucleico) que se ha separado de un componente de la composicién en la que estaba originalmente presente. Por
tanto, por ejemplo, un “acido nucleico purificado” se ha purificado hasta un nivel en el que no se encuentra en la
naturaleza. Una molécula “sustancialmente pura” es una molécula que no se encuentra en la mayoria de los demas
componentes (por ejemplo, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 100% libre de contaminantes) Por el
contrario, el término “en bruto” significa moléculas que no se han separado de los componentes de la composicion
original en la que estaba presente. Por brevedad, las unidades (por ejemplo, 66, 67...81, 82, ...91, 92%....) no se han
citado especificamente, pero, no obstante, se consideran dentro del alcance de la presente divulgacion.

Como se usa en el presente documento, “marcador especifico de préstata” se refiere a cualquier molécula cuya
presencia en la muestra indica que dicha muestra contiene células de préstata (o un marcador de las mismas). Por
tanto, una “secuencia especifica de prostata” hace referencia a una secuencia de &acido nucleico o de proteina que
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se encuentra especificamente en células de prostata y normalmente no en otros tejidos que puedan “contaminar”
una muestra concreta. Por seguridad, cuando se usa una muestra de orina, el segundo marcador especifico de
prostata de acuerdo con la presente invencion no tiene que expresarse Unicamente en la prostata. De hecho, los
marcadores que se expresan Unicamente en un érgano o tejido son muy raros. No obstante, si el segundo marcador
especifico de prostata se expresa en un tejido no prostatico, esta expresion en el tejido no prostatico no alterara la
especificidad de este segundo marcador siempre que se produzca en células de tejidos u érganos que normalmente
no estan presentes en la muestra de orina. Por tanto, cuando la muestra es orina, este segundo marcador especifico
de prostata normalmente no se expresa en otros tipos de células (por ejemplo, las células del sistema del tracto
urinario) que se van a encontrar en la muestra de orina.

Muestra control. Con la expresién “muestra control” o “muestra normal” se quiere decir una muestra que no contiene
un cancer especificamente elegido. En una realizacion concreta, la muestra control no contiene cancer de préstata o
es indicativa de la ausenta de cancer de préstata. Las muestras control se pueden obtener de pacientes/individuos
no afectados por cancer de préstata. También se pueden usar otros tipos de muestras control. Por ejemplo, se
puede usar un marcador especifico de préstata para garantizar que la muestra contenga células especificas de
prostata (este marcador generalmente se describe en el presente documento como el segundo marcador especifico
de proéstata). En un aspecto relacionado, una reaccion control puede estar disefiado para controlar el propio
procedimiento (por ejemplo, la extracciéon celular, la captura, la reaccion de amplificacion o el procedimiento de
deteccion, el numero de células presentes en la muestra, una combinacién de los mismos o cualquier etapa que
pueda monitorizarse para validar positivamente que la ausencia de una sefial (por ejemplo, la ausencia de la sefal
de PCAS3) no es el resultado de un defecto en una o mas de las etapas).

Valor de corte. El valor de corte para la predisposicion o presencia del cancer de préstata se define en una poblacion
de pacientes sin cancer de prostata como la sefial media de polinucleétidos, polipéptidos o fragmentos de los
mismos de PCAS3 (u otro antigeno de cancer de prdstata) mas n desviaciones estandar (o la sefial media promedio
de la misma). Los valores de corte indicativos de la presencia o predisposicion a desarrollar cancer de prostata
pueden ser los mismos 0, como alternativa, pueden ser valores diferentes.

Variante. El término “variante” hace referencia en el presente documento a una proteina o molécula de acido
nucleico que es sustancialmente similar en estructura y actividad biolégica a la proteina o acido nucleico divulgados
en el presente documento, para mantener al menos una de sus actividades bioldgicas. Por tanto, siempre que dos
moléculas posean una actividad comun y que puedan sustituirse entre si, se consideran variantes como se usa ese
término en el presente documento, incluso si la composicién, o la estructura secundaria, terciara o cuaternaria de
una molécula no es idéntica a la que se encuentra en la otra, o si la secuencia de aminoacidos o la secuencia de
nucleétidos no es idéntica.

Con una “muestra biolégica” o “muestra de un paciente” se quiere incluir cualquier tejido o material derivado de un
ser humano vivo o muerto que puede contener el acido nucleico objetivo de PCA3 y el segundo marcador especifico
de préstata. Las muestras incluyen, por ejemplo, cualquier tejido o material que puede contener células especificas
para el objetivo PCA3 (o segundo marcador especifico), tal como sangre periférica, plasma o suero, tejido de
biopsia, tejido gastrointestinal, médula ésea, orina, heces, semen u otros fluidos corporales, tejidos o materiales,
pero, preferentemente, es una muestra de orina tras un tacto rectal (u otros medios que aumentan el contenido de
las células de préstata en orina). La muestra bioldgica se puede tratar para romper fisicamente la estructura tisular o
celular, de modo que libera los componentes intracelulares en una solucién que puede contener ademas enzimas,
tampones, sales, detergentes y similares, que se usan para preparar la muestra para analisis.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la estructura del gen de PCA3 y la localizacion de los oligonucleétidos y sondas para
amplificacion de ARN in vitro y la deteccién del producto amplificado.

Panel A. Zona objetivo del cebador de PCAS sentido (SEC ID N® 4); Panel B. Zona objetivo de la baliza molecular de
PCAS (SEC ID N¢ 6); y Panel C. Zona objetivo del cebador de PCA3 antisentido (SEC ID N 3).

La figura 2 muestra un arbol de decisiones usado para calcular la positividad del procedimiento en un paciente con
niveles de PSA total en sangre por debajo de 4 ng/ml.

La figura 3 muestra un arbol de decisiones usado para calcular la positividad del procedimiento en un paciente con
niveles de PSA total en sangre entre 4-10 ng/ml.

La figura 4 muestra un arbol de decisiones usado para calcular la positividad del procedimiento en un paciente con
niveles de PSA total en sangre por encima de 10 ng/ml.

Descripcion de realizaciones ilustrativas

A efectos de claridad de la divulgacion, la descripcion detallada se divide en las subsecciones siguientes:
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I. Procedimiento para evaluar la presencia de cancer de préstata en una muestra mediante la deteccion de acido
nucleico de PCAS.

Il. Sintesis de acido nucleico.
Ill. Sondas y cebadores.
IV. Kit para detectar la presencia de acido nucleico de PCA3 en una muestra.

1. Procedimiento para evaluar la presencia de cancer de préstata en una muestra mediante la deteccidén de &cido
nucleico de PCA3

En el presente documento se divulgan procedimientos para detectar la presencia de acido nucleico de PCA3 junto
con un segundo marcador especifico de préstata (por ejemplo, PSA, hK2/KLK2, PSMA, transglutaminasa 4,
fosfatasa acida, PCGEM1) en una muestra biolégica asi como procedimientos para medir el nivel de un acido de
PCAS en la muestra. Dichos procedimientos son utiles para el diagndstico de cancer de préstata asociado con la
sobreexpresion de PCAS.

La predisposicion a desarrollar cancer de prostata o la presencia de dicho cancer se puede detectar en base a la
presencia de una cantidad elevada de acido nucleico de PCA3 en una muestra bioldgica (por ejemplo, orina) de un
paciente. Se pueden usar cebadores polinucleotidicos y sondas para detectar el nivel de ARN de PCA3 presente,
que es indicativo de la predisposicion, presencia o ausencia de cancer de préstata. En general, la cantidad elevada
de acido nucleico de PCAS (por ejemplo, ARN, de PCA3 o fragmentos del mismo) en una muestra en comparacion
con la cantidad presente en muestras control normales (o un valor de corte determinado) indica que la muestra
contiene cancer de prostata o es susceptible a desarrollar cancer de prostata. En una realizacion, la deteccién de un
segundo marcador especifico de préstata también se realiza para servir como control de la presencia de células
especificas de préstata en la muestra, asi como para validar también los resultados de la deteccion de PCA3 (por
ejemplo, resultado negativo obtenido con la deteccién de PCAS3).

Por supuesto, se pueden usar numerosos marcadores especificos de préostata diferentes siempre que puedan servir
como control para el ARN de préstata. Ejemplos no limitantes de dichos marcadores especificos de préstata incluyen
PSA (SEC ID N® 11) y otros miembros de la familia de la calicreina. Ademas y como se ha descrito anteriormente,
también se pueden usar marcadores tales como hK2/KLK2, PSMA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida, PCGEM1
de acuerdo con la presente divulgacion.

Un ejemplo no limitante de un procedimiento para detectar acido nucleico de PCA3 (por ejemplo, ARMm de PCAS3)
en una muestra biolégica es mediante (1) poner en contacto una muestra biolégica con al menos una sonda
oligonucleotidica o cebador que hibrida con un polinucleétido de PCA3; y (2) detectar en la muestra bioldgica un
nivel de oligonucleétido (es decir, sonda(s) o cebador(es) que hibridan con el polinucleétido de PCAS3. La muestra
también se analiza para detectar la presencia del segundo marcador especifico de préstata (por ejemplo, PSA,
hK2/KLK2, PSMA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida, ARNm de PCGEM1 o fragmentos del mismo) para controlar
la presencia de células de préstata en la muestra (0 su ndmero), asi como para controlar ademas un resultado
negativo o positivo obtenido con la deteccion de PCA3. El segundo marcador especifico de prostata también puede
ser un ARN de PCAS especifico de préstata que no esta asociado con el cancer de prdstata pero se expresa en las
células de préstata. La cantidad de polinucleétido de PCAS3 detectada se puede comparar con un valor de corte
predeterminado y a partir de esto, se determina la predisposicién, presencia o ausencia de un cancer de prostata en
el paciente.

En un aspecto relacionado, los procedimientos divulgados en el presente documento se pueden usar para
monitorizar la progresion del cancer de préstata en un paciente. En esta realizacién concreta, los ensayos descritos
anteriormente se realizan en el tiempo y se evalla la variacion en el nivel de acido nucleico de PCA3 y de otro
marcador especifico de prostata (por ejemplo, ARNm de PSA) presente en la muestra (por ejemplo, muestra de
orina). En general, el cancer de prostata se considera en progresién cuando el nivel relativo (es decir, en relacién
con la cantidad de células o componentes celulares (por ejemplo, proteina o acidos nucleicos presentes en los
mismos) del &cido nucleico de PCA3 detectado aumenta con el tiempo. En contraste, un cancer no se considera en
progresion cuando el nivel relativo de &cido nucleico de PCA3 disminuye o permanece constante en el tiempo.

Un experto en la técnica puede seleccionar los cebadores de acido nucleico de acuerdo con técnicas conocidas en
la materia como se han descrito anteriormente. Las muestras que se van a analizar incluyen, aunque sin
limitaciones, muestras de ARN de tejido humano.

En un aspecto relacionado, es posible verificar la eficiencia de la amplificacion y/o la deteccion del acido nucleico
Unicamente realizando reaccién(es) de control externo usando &cidos nucleicos objetivo control altamente
purificados afiadidos a la mezcla de reaccion de amplificacion y/o deteccién. Como alternativa, la eficiencia de la
recuperacion del 4cido nucleico de las células y/u organulos, el nivel de inhibicién de la amplificacién y/o deteccion
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del acido nucleico (si hay) se pueden verificar y estimar afnadiendo a cada muestra de ensayo células u organulos
control (por ejemplo, un numero definido de células de una linea celular de cancer de préstata que expresa PCA3 y
un segundo marcador) por comparacién con reaccion(es) control externas. Para verificar la eficiencia de amas,
preparacion de la muestra y amplificacién y/o deteccion, dichas reaccion(es) control externas se pueden realizar
usando una muestra de ensayo de referencia o una muestra blanco enriquecida con células, organulos y/o particulas
virales portadoras de la o las secuencias del acido nucleico control. Por ejemplo, una sefal de las secuencias control
interno (Cl) presente en las células, virus y/u organulos afiadidos a cada muestra de ensayo que es menor que la
sefal observada con la(s) reaccién(es) control externas se puede explicar mediante lisis incompleta y/o inhibicion de
los procesos de amplificacién y/o deteccion para una muestra de ensayo dada. Por otro lado, una sefal de las
secuencias Cl que es similar a la sefial observada con la(s) reaccidn(es) control externas confirmaria que la
preparacion de la muestra, incluida la lisis celular, es eficiente y que no hay una inhibicién significativa de los
procesos de amplificacién y/o deteccidon para una muestra de ensayo dada. Como alternativa, la verificacion de la
eficiencia de la preparaciéon de la muestra solo se puede realizar usando control(es) externo(s) analizados mediante
otros procedimientos aparte del andlisis de acido nucleico (por ejemplo, analisis usando microscopia, espectrometria
de masas o ensayos inmunologicos).

Por tanto, en una realizacién concreta, los procedimientos divulgados en el presente documento usan &cidos
nucleicos purificados, células de préstata o particulas virales que contienen secuencias de acido nucleico que sirven
cono objetivos para un control interno (Cl) en ensayos de acido nucleico para verificar la eficiencia de la lisis celular
y de la preparacion de la muestra, asi como el rendimiento de la amplificacion y/o deteccion del acido nucleico. Mas
ampliamente, el Cl sirve para verificar cualquier etapa escogida del procedimiento divulgado en el presente
documento.

El Cl en la PCR o técnicas de amplificacién relacionadas puede ser ADN plasmidico altamente purificado,
superenrrollado o linealizado mediante digestion con una endonucleasa de restriccion y repurificado. Los moldes de
ClI superenrrollado se amplifican con mucha menos eficiencia (aproximadamente 100 veces) y de un modo menos
reproducible que los moldes de Cl de acido nucleico repurificado. En consecuencia, los controles Cl para
amplificacion y deteccion se realizan, preferentemente, con moldes de &cido nucleico CO linealizados y repurificados
cuando se usan estos tipos de Cl.

Los acidos nucleicos, células y/u organulos se incorporan en cada muestra de ensayo a la concentracion adecuada
para obtener una amplificacién/deteccion eficiente y reproducible del Cl, en base a las pruebas realizadas durante la
optimizaciéon del ensayo. El numero éptimo de células control afadidas, que depende del ensayo, es,
preferentemente, el nimero minimo de células que permite una senal de deteccién de Cl altamente reproducible sin
que tenga ningun efecto perjudicial significativo sobre la amplificacién y/o deteccion de los otros objetivos genéticos
del ensayo basado en acido nucleico. Una muestra a la que se afiaden los acidos nucleicos linealizados purificados,
particulas virales u organulos generalmente se denomina una “muestra enriquecida”.

En ciertas realizaciones, la cantidad de ARNm se puede detectar mediante un ensayo basado en RT-PCR. En la RT-
PCR, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se aplica junto con transcripcién inversa. En dicho ensayo se
pueden usar al menos dos cebadores oligonucleotidicos para amplificar una porcion de ADNc de PCA3 derivado de
una muestra biolégica, en el que al menos un oligonucleétido es especifico (es decir, hibrida) de un ARN de PCAS.
El ADNc amplificado se puede separar después y detectar usando técnicas que son bien conocidas en la técnica, tal
como electroforesis en gel y tincion con bromuro de etidio. La amplificacién se puede realizar con muestras
biolégicas tomadas de un paciente de ensayo y un individuo que no esta afectado por cancer de prostata (muestra
control) o usando otros tipos de muestras control. La reaccién de amplificacion se puede realizar en varias diluciones
de ADNc (o directamente en varias diluciones de la muestra bioldgica), por ejemplo dos 6rdenes de magnitud. Un
valor por encima de un valor de corte predeterminado es indicativo de la presencia o predisposicién a desarrollar
cancer de prostata. En general, la expresion elevada de acido nucleico de PCA3 en una muestra biologica en
comparacioén con las muestras control indica la presencia o la predisposicion a desarrollar cancer de prostata.

En realizaciones adicionales, el ARN de PCAS se detecta en un extracto de acido nucleico de una muestra bioldgica
mediante un procedimiento de amplificaciéon de ARN in vitro denominado Amplificacion Basada en Acido Nucleico
(NASBA). También se pueden usar otros procedimientos de amplificacion de ARN, bien conocidos en la técnica e
incluyen amplificacion mediada por transcriptasa (TMA), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA), el
sistema replicasa QP y reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (véanse, en general, Kwoh y col., 1990, Am.
Biotechnol. Lab. 8:14-25 y Kwoh y col., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177; Lizardi y col., 1988,
BioTechnology 6:1197-1202; Malek y col., 1994, Methods Mol. Biol., 28:253-260; and Sambrook y col., 2000,
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Third Edition, CSH Laboratories).

La amplificacion y/o deteccion de secuencias de ARN de PCAS3 especificas de cancer de prostata y del marcador
especifico de prostata se pueden llevar a cabo de forma simultanea (por ejemplo, ensayos de amplificacion en
tiempo real multiplexado).

Como alternativa, las sondas oligonucleotidicas que hibridan especificamente en condiciones rigurosas con un acido
nucleico de PCAS se pueden usar en un ensayo de hibridacién de acido nucleico (por ejemplo, transferencias de tipo
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Southern y Northern, transferencia de puntos, transferencia de ranuras, hibridacion in situ y similares) para
determinar la presencia y/o cantidad de polinucleétido de PCA3 especifico de cancer de préstata en una muestra
biolégica.

Como alternativa, os oligonucleétidos y los cebadores podrian disefiarse para una secuencia directa y evaluar la
presencia de secuencias de PCA3 especificas de cancer de préstata en la muestra del paciente tras una etapa de
amplificacion. Los procedimientos diagnosticos en base a la secuenciacidon se pueden automatizar y estan
abarcados dentro de la presente divulgacion.

I. Sintesis de acido nucleico

El acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) para poner en practica los procedimientos divulgados en el presente
documento se pueden obtener de acuerdo con procedimientos bien conocidos.

Con las moléculas de acido nucleico aisladas divulgadas en el presente documento se pretende incluir las obtenidas
mediante clonacién asi como las sintetizadas quimicamente. De un modo similar, se puede sintetizar un oligémero
que corresponde a la molécula de acido nucleico, 0 a cada uno de los fragmentos divididos. Dichos oligonucleétidos
sintéticos se pueden preparar, por ejemplo, mediante el método de triéster de Matteucci y col., J. Am. Chem. Soc.
103: 3185-3191 (1981) o0 mediante el uso de un sintetizador de ADN automatizado.

Se puede obtener un oligonucledtido de manera sintética o0 mediante clonacién. Si es necesario, los extremos 5' de
los oligébmeros se pueden fosforilar mediante el uso de la polinucleétido cinasa de T4. El tratamiento con cinasa de
las cadenas simples antes de la hibridacion o del marcaje se puede llevar a cabo mediante el uso de un exceso de la
enzima. Si el tratamiento con cinasa es para el marcaje de la sonda, el ATP puede contener radioisétopos de
actividad muy especifica. Después, el oligdmero de ADN se puede someter a hibridacién y ligadura con una ligasa
de T4 o similar. Por supuesto, el marcaje de una secuencia de &cido nucleico se puede realizar mediante otros
procedimientos conocidos en la técnica.

Il. Sondas y cebadores

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

En una realizacién preferida, la presente divulgacion se refiere a oligos dirigidos especificamente y permiten la
amplificacion (es decir, cebadores) de secuencias de ARN de PCA3 asociadas al cancer de prostata

En otra realizacion se puede detectar ARN de PCA3 usando una sonda especifica en un ensayo de hibridacién (por
ejemplo, transferencia de tipo Northern, transferencia de puntos, transferencia de ranuras y similares).

Las sondas o cebadores oligonucleotidicos como se divulgan en el presente documento pueden tener cualquier
longitud adecuada dependiendo del formato de ensayo concreto y de las necesidades concretas y secuencias
objetivo empleadas. En una realizacién preferida, las sondas o cebadores oligonucleotidicos tienen una longitud de
al menos 10 nucleodtidos (preferentemente, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32...) y se pueden adaptar para que sean especialmente adecuados para un sistema de amplificacion de
acido nucleico escogido. Las sondas y cebadores mas largos también estan dentro del alcance de la presente
divulgacién son bien conocidos en la técnica. Los cebadores que tienen una longitud de mas de 30, mas de 40, mas
de 50 nucleétidos y las sondas que tienen una longitud de més de 100, mas de 200, mas de 300, mas de 500, mas
de 800 y mas de 1.000 nucledtidos también estan abarcados por la presente divulgacion. Por supuesto, cebadores
mas largos tuenen la desventaja de ser mas caros y por tanto, los cebadores que tienen una longitud de entre 12 y
30 nucledtidos y normalmente estan disefiados y se usan en la técnica. Como se conoce en la técnica, las sondas
que tienen una longitud que varia de 10 a mas de 2.000 nucledtidos se pueden usar en los procedimientos de la
presente divulgacion. En cuanto al % de identidad descrito anteriormente, los tamafnos de las sondas y cebadores no
descritos especificamente (por ejemplo, 16, 17, 31, 24, 39, 350, 450, 550, 900, 1.240 nuclettidos) también entran
dentro del alcance de la presente divulgacion. En una realizacion, las sondas o cebadores oligonucleotidicos
divulgados en el presente documento hibridan especificamente con un ARN de PCA3 (o su secuencia
complementaria). Mas preferentemente, los cebadores y sondas se escogeran para detectar un ARN de PCA3 que
esta asociado con el cancer de préstata. En una realizacion, las sondas y los cebadores usados en los
procedimientos divulgados no hibridan con el gen de PCA3 (es decir, permiten el gen de distincion y el PCA3
expresado). Otros cebadores de la presente invencion son especificos para un segundo marcador especifico de
prostata tal como PSA (SEC ID N2 11). Por supuesto, también se pueden usar otras variantes bien conocidas en la
técnica (patentes de EE.UU. 6.479.263 y 5.674.682) como segundo marcador especifico de préstata. Dadas las
similitudes estructurales y de secuencia del gen de PSA con otros miembros de la familia del gen de la calicreina, la
seleccién adecuada de las secuencias de PSA para servir como sondas o cebadores especificos de PSA es crucial
para los procedimientos de amplificacién y/o deteccion de acidos nucleicos especificos de PSA. Ejemplos de
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cebadores adecuados para PSA, hK2/KLK2, PSMA, amplificacién y deteccién (por ejemplo, la patente de EE.UU.
6.551.778) son bien conocidos en la técnica, asi como para transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEM1. En una
realizacién, el oligonucleétido de PSA puede también hibridar con otros miembros de la familia de la calicreina, tal
como calicreina 2 (hK2/hKLK2). Un ejemplo de este oligonucleétido es la SEC ID N¢ 12.

Como se sabe habitualmente en la técnica, las sondas y cebadores de oligonucleétidos se pueden disefar teniendo
en cuenta el punto de fusion de la hibridacién de los mismos con su secuencia objetivo (véase mas adelante y en
Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 22 Edicién, CSH Laboratories; Ausubel y col.,
1994, en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons Inc., N.Y.).

Para permitir la hibridaciéon en las condiciones de ensayo de la presente divulgacion, los cebadores y sondas
oligonucleotidicos deberian comprender una secuencia de oligonucleétidos que tiene una identidad de al menos
70% (al menos 71%, 72%, 73%, 74%), preferentemente al menos 75% (75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81 %,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%) y mas preferentemente, al menos 90% (90%, 91 %, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%) con una porcion de un polinucleétido de PCAS. Las sondas y cebadores
divulgados en el presente documento son los que hibridan con la secuencia de acido nucleico de PICAS3 (por
ejemplo, ADNc o ARNm) en condiciones de hibridacidn rigurosas y los que hibridan con homoélogos del gen de PCA3
en condiciones al menos moderadamente rigurosas. En ciertas realizaciones, las sondas y cebadores como se
divulga en al presente documento tienen una identidad de secuencia completa con la secuencia del gen de PCA3
(por ejemplo, ADNc o ARNm). No obstante, las sondas y los cebadores que difieren de la secuencia del gen de
PCAS nativo que conserva la capacidad de hibridar con la secuencia del gen de PCA3 nativo en condiciones
rigurosas también se pueden usar en los procedimientos divulgados. Debe entenderse que otras sondas vy
cebadores podrian disefiarse con facilidad y usarse en los procedimientos divulgados basados en la secuencia de
acido nucleico de PCAS divulgada en el presente documento (SEC ID N2 9, 10 y 13) usando procedimientos de
alineacion por ordenador y de analisis de secuencia conocidos en la técnica (véase Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Third Edition, editado por by Cold Spring Harbor Laboratory, 2000).

Por ejemplo, un cebador puede estar disefiado de forma que sea complementario de un ARN corto de PCA3 que
esta asociado con un estado maligno del cancer de préstata, mientras que un ARN largo de PCAS esta asociado con
un estado no maligno (benigno) de la misma (PCT/CA00/01154 publicado con el n® WO 01/23550). De acuerdo con
la presente divulgacion, el uso de tal cebador con los otros reactivos necesarios dria lugar a un producto de
amplificacion Unicamente cuando en la muestra esta presente un ARN corto de PCA3 (por ejemplo, SEC ID N° 8)
asociado con el cancer de préstata. EI PCA3 mas largo (por ejemplo, SEC ID N° 7) no daria lugar a un amplicén. Por
supuesto, la amplificacion podria disefiarse para amplificar un ARNm de PCA3 corto y largo. En dicho formato, el
ARNm de PCAS largo podria usarse como el segundo marcador especifico de prostata.

En una realizacién como se ha descrito anteriormente, la cuantificacion de los productos de amplificaciéon de PCA3
corto frente a largo podria llevarse a cabo con la deteccion de otro marcador especifico de prostata para que sirva
como prueba de diagnéstico molecular para el cancer de prostata. En otra realizacién, los pares de cebadores (o
sondas) especificos de PCAS3 podrian disefiarse para evitar la deteccion del gen de PCA3 o de ARN de PCA3 no
sometido a corte y empalme. Por ejemplo, las secuencias de los cebadores que se van a usar en los procedimientos
divulgados podrian abarcar dos exones contiguos de modo que no pueda hibridar con una unién exén/intrén del gen
de PCAS3. El producto de amplificacion obtenido mediante el uso de dicho cebador no tendria intrones entre dos
exones escogidos (para ejemplos de dichos cebadores y sondas, véanse las tablas 1 y 2 mas adelante). Por tanto,
las variantes no sometidas a corte y empalme y el ADN genémico no se amplificaria. El experto en la técnica
reconocera que se pueden disefiar numerosas sondas y se pueden usar de acuerdo con una serie de realizaciones
divulgadas en el presente documento. Dichas pruebas se pueden adaptar usando la secuencia de PCA3 y la del
segundo marcador especifico de prostata. Por supuesto, se puede disefiar un par de cebadores (y sondas) diferente
de cualquier parte de las secuencias de PCA3 (SEC ID N? 7, 8, 9, 10 and 13) asi como de la secuencia de PSA
(numero de acceso en genbank M27274, SEC ID N? 11) o cualquier otro segundo marcador especifico de préstata
escogido (p.ej., KLK2 (nimero de acceso en genbank NM005551), PSMA (ndmero de acceso en genbank
BC025672), transglutaminasa 4 (numero de acceso en genbank BC007003), fosfatasa acida (nUmero de acceso en
genbank BC016344), PCGEM 1 (nimero de acceso en genbank AF223389)).

Las sondas de la divulgacion se pueden usar con estructuras de azlcar-fosfato naturales, asi como estructuras
modificadas, incluidas fosforotioatos, ditionatos, fosfonatos de alquilo y a-nucleétidos y similares. En general, Miller,
1988, Ann. Reports Med. Chem. 23:295 and Moran y col., 1987, Nucleic Acids Res., 14:5019. ensefian estructuras
de azucar-fosfato modificadas. Las sondas divulgadas en el presente documento se pueden construir con &cido
ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) y preferentemente, con ADN.

Aunque la presente divulgacion no depende especificamente del uso de un marcador para la deteccion de una
secuencia de acido nucleico concreta, dicho marcador podria ser beneficios, incrementando la sensibilidad de la
deteccion. Ademads, permite la automatizacién. Las sondas se pueden marcar de acuerdo con numerosos
procedimientos bien conocidos (Sambrook y col., 2000, ant.). Ejemplos no limitantes de marcadores y marcajes
detectables incluyen °H, "C, **p y ¥g, ligandos, fluoréforos, agentes quimioluminiscentes, enzimas y anticuerpos.
Otros marcadores detectables para usar con sondas, que pueden permitir un incremento de la sensibilidad del
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procedimiento de la invencion, incluyen biotina y radionucleétidos. Para el experto en la técnica sera evidente que la
eleccion de un marcador concreto dicta la madera en la que esta unido a la sonda.

Como se sabe habitualmente, los nucleétidos radioactivos se pueden incorporar en las sondas de la invencion
mediante varios procedimientos. Ejemplos no limitantes de los mismos incluyen el tratamiento con cinasas de los
extremos 5’ de las sondas usando 32P ATP y polinucleétido cinasa, usando el fragmento Klenow de Pol | de E. coli
en presencia del dNTP radioactivo (por ejemplo, sonda de ADN marcado de forma uniforme usando cebadores
oligonucleotidicos aleatorios), usando el sistema SP6/T7 para transcribir un segmento de ADN en presencia de uno
0 mas NTP radioactivos y similares.

En una realizacion, el marcador usado en un ensayo de deteccion homogéneo es un compuesto quimioluminiscente
(por ejemplo, patentes de EE.UU. n® 5.656.207, n® 5.658.737 y n® 5.639.604), mas preferentemente un compuesto
de éster de acridinio ("EA”) tal como EA estandar derivados de los mismos. Procedimientos de unién de marcadores
a acidos nucleicos y la deteccion de marcadores son bien conocidos (por ejemplo, véanse Sambrook y col.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Habor, NY,
1989), Chapt 10 (1993) y las patentes de EE.UU. n® 5.658.737, n? 5.656.207, n® 5.547.842, n® 5.283.174 y n®
4.581.333. y la solicitud de patente europea n® 0747706). Los procedimientos preferidos de marcar una sonda con
un compuesto EA unido a través de un ligador se han descrito anteriormente con detalle (véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n® 5.639.604, ejemplo 8).

La amplificacién de una secuencia de acido nucleico seleccionada, u objetivo, se puede llevar a cabo mediante
numerosos procedimientos adecuados. Véase, en general, Kwoh y col., 1990, Am. Biotechnol. Lab. 8: 14-25. Se han
descrito numerosas técnicas de amplificacion y se pueden adaptar facilimente para adaptarlas a las necesidades
concretas de un experto en la técnica. Ejemplos no limitantes de técnicas de amplificacién incluyen la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, RT PCR...), la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacion por
desplazamiento de hebra (SDA), la amplificacion basada en transcripcion, el sistema replicasa Q y NASBA (Kwoh y
col., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177; Lizardi y col., 1988, BioTechnology 6: 1197-1202; Malek y col.,
1994, Methods Mol. Biol., 28: 253-260; and Sambrook y col.,, 2000, ant.). Otros ejemplos no limitantes de
procedimientos de amplificacién incluyen la amplificacion en circulo rodante (RCA), la amplificacion mediada por
sefnal de tecnologia de ARN (SMART), la reaccion de amplificacion compleja por divisién (SCAR), la amplificacién
del promotor dividido de ARN (SPAR).

Ejemplos no limitantes de procedimientos adecuados para detectar la presencia de los productos amplificados
incluyen los siguientes: gel de agarosa o poliacrilamida, adicién de pigmento de marcaje de ADN en la reaccion de
amplificacion (tal como bromuro de etidio, picoverde, verde SYBER etc.) y deteccién con un aparato adecuado (en la
mayoria de los casos un fluorémetro). Otros procedimientos adecuados incluyen reaccién de secuenciacion (manual
0 automatico), andlisis de restriccion (siempre que los sitios de restriccion se crearan en las secuencias
amplificadas) o cualquier procedimiento que implica hibridacion con una sonda especifica de secuencia
(transferencia de tipo Southern o Northern, sondas TagMan™, balizas moleculares y similares). Por supuesto, otros
procedimientos de amplificacién estan abarcados por la presente divulgacion. Las balizas moleculares se ponen de
ejemplo en el presente documento como un procedimiento para detectar los productos amplificados de acuerdo con
la presente divulgacion (véase mas adelante).

Por supuesto, en alguna realizacion, se puede realizar la deteccion directa (por ejemplo, secuenciacion) de
secuencias de PCAS3 especificas de cancer asi como la de otro marcador especifico de la prostata en una muestra
usando sondas o cebadores especificos.

En una realizacién, la presente divulgacion ha aprovechado los avances tecnologicos en procedimientos para
detectar e identificar los acidos nucleicos. Por tanto, la presente divulgacion es adecuada para la deteccién mediante
una de estas herramientas denominadas balizas moleculares.

Las balizas moleculares son sondas/cebadores de hibridacién oligonucleotidicos monocatenarios que forman
estructuras tallo-bucle. El bucle contiene una secuencia de la sonda que es complementaria de una secuencia
objetivo y el tallo esta formado por la hibridacién de las secuencias del brazo complementario que se localizan en
ambos lados de la secuencia de la sonda/cebador. Un fluoréforo esta unido covalentemente al extremo de un brazo
y un inactivador esté unido covalentemente al extremo del otro brazo. Las balizas moleculares no son fluorescentes
cuando estan libres en solucion. No obstante, cuando hibridan con una hebra de acido nucleico que contiene una
secuencia objetivo sufren un cambio conformacional que les permiten brillar (véanse las patentes de EE.UU.
5.925.517 y 6.037.130). Las balizas moleculares se pueden usar como sondas/cebadores detectores de amplicon en
ensayos diagndsticos. Dado que las balizas moleculares no hibridadas son oscuras, no es necesario aislar los
hibridos sonda-objetivo para determinar, por ejemplo, el numero de amplicones sintetizados durante un ensayo. Por
tanto, las balizas moleculares simplifican las manipulaciones que a menudo se requieren cuando se usan medios
tradicionales de deteccion e identificacion.

Usando diferentes fluoréforos coloreados, las balizas moleculares también se pueden usar en ensayos de
amplificacion multiplexada tal como ensayos que estan dirigidos a la amplificacién y deteccion simultaneas de acido
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nucleico de PCA3 y del segundo &cido nucleico especifico de préstata (por ejemplo, PSA, hK2/KLK2, PSMA,
transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEMT1). El disefio de las sondas/cebadores balizas moleculares es bien
conocido en la técnica y comercialmente existen software dedicados a ayudar a su disefio (por ejemplo, Beacon
designer de Premier Biosoft International). Las sondas/cebadores de balizas moleculares se pueden usar para en
varios ensayos de hibridacion y amplificacién (por ejemplo, NASBA y PCR).

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, el producto amplificado puede detectarse directamente
usando balizas moleculares como cebadores para el ensayo de amplificacion (por ejemplo, ensayos NASBA
multiplexada en tiempo real o PCR) o indirectamente usando, dentro de los sitios de union del par de cebadores, una
sonda baliza molecular de 18 a 25 nucleétidos de longitud (por ejemplo, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25), que hibrida
especificamente con el producto de amplificacién. Se prefieren las sondas o cebadores balizas moleculares que
tienen una longitud comprendida entre 18 y 25 nucleétidos cuando se usan de acuerdo con la presente divulgacion
(Tyagi y col., 1996, Nature Biotechnol. 14: 303-308). Fragmentos mas cortos podrian dar como resultado una sefal
menos fluorescente, mientras que fragmentos mas largos no aumentan significativamente la sefial. Por supuesto, no
obstante podrian usarse sondas y cebadores mas cortos o0 mas largos.

Ejemplos de cebadores de acido nucleico que pueden derivar de secuencias de ARN de PCA3 se muestran a
continuacion en la tabla 1:

TABLA 1: Cebadores de acido nucleico

Tamarno (n® de bases) Nucleétidos
Exén 1 98 1-98 de laSEC ID N2 9
Exén 2 165 99-263 de la SEC ID N2 9
Ex6n 3 183 264-446 de la SEC ID N2 9
Exon 4a 539 447-985 de la SEC ID N2 9
Exon 4b 1052 986-2037 de la SEC ID N2 9
Exén 1 120 1-120 de la SEC ID N° 10
Exén 2 165 121-285 de la SEC ID N2 10
Exén 3 183 286-468 de la SEC ID N° 10
Exén 4a 539 469-1007 de la SEC ID N2 10
Exon 4b 1059 1008-2066 de la SEC ID N2 10
Exon 4c 556 2067-2622 de la SEC ID N° 10
Exon 4d 960 2623-3582 de la SEC ID N2 10
Unidn del exon 1 20 89-108 de la SEC ID N2 9
Unién del exén 1 20 109-128 de la SEC ID N2 10
Unién del ex6n 2 20 252-271 dela SEC ID N°9
Unién del exén 2 20 274-293 de la SEC ID N2 10
Unidn del ex6n 3 20 435-454 de la SEC ID N° 9
Unidn del ex6n 3 20 457-476 de la SEC ID N2 10
Unidn del ex6n 4 20 974-993 de la SEC ID N2 9
Unidn del exon 4 20 996-1015 de la SEC ID N2 10
Unidn del ex6n 5 20 2055-2074 de la SEC ID N® 10
Unién del exén 6 20 2611-2630 de la SEC ID N 10

Debe entenderse que las secuencias y los tamafnos de los cebadores indicados en la tabla 1 son arbitrarios y que se
pueden disefiar una multitud de otras secuencias que se pueden usar de acuerdo con la presente divulgacion.

Aunque la presente divulgacion se puede llevar a cabo sin el uso de una sonda dirigida a secuencias de PCAB3, tal
como las uniones de ex6n de PCA3 de acuerdo con la presente invencion, dichas sondas pueden afadir una
especificidad adicional a los procedimientos y kits divulgados en el presente documento. Ejemplos de sondas de
acido nucleico especificos que se pueden usar de acuerdo con la presente divulgacién (y se pueden disefiar en base
a las secuencias exdnicas mostradas en la tabla 1) se exponen en la tabla 2, a continuacion:
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TABLA 2: Sondas de acido nucleico

Tamafio (n® de bases) Nucleétidos

Sonda 1 20 1-20 de la SEC ID N2 9
Sonda 2 30 1-30 de la SEC ID N2 9
Sonda 3 40 1-40 de la SEC ID N2 9
Sonda 4 20 1-20 de la SEC ID N® 10
Sonda 5 30 1-30 de la SEC ID N2 10
Sonda 6 40 1-40 de la SEC ID N° 10
Sonda 7 20 89-108 de la SEC ID N2 9
Sonda 8 30 114-143 de la SEC ID N2 10
Sonda 9 30 257-286 de la SEC ID N®9
Sonda 10 20 284-303 de la SEC ID N2 10
Sonda 11 20 274-293 dela SEC ID N®9

Por supuesto, como entendera el experto en la técnica, se pueden disefiar una multitud de sondas adicionales a
partir de la misma o de otra region de la SEC ID N° 9, asi como a partir de las SEC ID N° 10 y 13 y otras secuencias
de la presente divulgacion, estén dirigidas a uniones exénicas o no. Quedara claro que los tamafos de las sondas
indicados en la tabla 2 son arbitrarios y que se puede disefar una multitud de otras secuencias que se pueden usar
de acuerdo con la presente divulgacion.

El experto en la técnica reconocera facilmente que las secuencias de acido nucleico divulgadas en el presente
documento (por ejemplo, sondas y cebadores) se pueden incorporar en uno cualquiera de los formatos del kit
establecidos que son bien conocidos en la técnica.

En una realizacion del procedimiento descrito anteriormente, una sonda de acido nucleico se inmoviliza en un
soporte sélido. Entre los ejemplos de dichos soportes sélidos se incluyen plasticos tales como policarbonatos,
carbohidratos complejos tales como agarosa y sefarosa y resinas acrilicas, tales como esferas de poliacrilamida y de
latex. En la técnica se conocen bien las técnicas para introducir acoplas las sondas de acido nucleico a dichos
soportes sélidos.

Las muestras de ensayo adecuadas para los procedimientos con sondas de &acido nucleico de la presente
divulgacién incluyen, por ejemplo, células o extractos de acido nucleico de células, o fluidos bioldgicos (por ejemplo,
orina). La muestra usada en los procedimientos descritos anteriormente variaran segun el formato del ensayo, el
procedimiento de deteccién y la naturaleza de los tejidos, células o extractos que se van a analizar. En la técnica se
conocen bien los procedimientos para preparar extractos de acido nucleico de células y pueden adaptase con
facilidad con el fin de obtener una muestra que sea compatible con el procedimiento usado. Preferentemente, la
muestra es una muestra de orina. Cuando se usa la muestra de orina, debera contener al menos una célula de
prostata con el fin de permitir la identificacién del marcador especifico de préstata de la presente invencion. De
hecho, suponiendo que la semivida del ARNm de PCA3 en una muestra bioldgica sin tratar no es adecuada para
permitir facilmente la conservacién de la integridad de su secuencia, la muestra recogida, sea de orina o de otro tipo,
deberia, antes de someterla a un tratamiento, contener al menos una célula de prostata. Se reconocera que el
namero de células en la muestra tendran un impacto sobre la validacion del ensayo y sobre el nivel relativo del
PCAS medido (o segundo marcador especifico de prostata).

Il. Kit para detectar |la presencia de acido nucleico de PCAS3 en una muestra

En el presente documento también se divulga un kit para diagnosticar cancer de prostata que sea sensible y
especifico (es decir, que disminuya el nimero de falsos positivos). Dicho kit generalmente comprende un primer
medio contenedor que tiene dispuestos en su interior al menos una sonda o cebador oligonucledtido que hibrida con
una secuencia de acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata. En el presente documento también se
divulga un kit que ademas comprende un segundo medio contenedor sondas o cebadores oligonucleotidicos que
son especificos de un segundo marcador especifico de préstata, de modo que se valida un resultado negativo con
PCAS.

En una realizacién concreta de la presente invencién, este kit (E) comprende un primer par que permite la
amplificacion de PSA, hK2/KLK2, PSMA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEM1). Por supuesto, la presente
divulgacién también abarca el uso de un tercer marcador especifico de préstata.

Los oligonucleétidos (sondas o cebadores) del kit se pueden usar en, por ejemplo, un ensayo NASBA, PCR o de
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hibridacion. Los ensayos de amplificacién se pueden adaptar para la deteccion en tiempo real de mdltiples productos
de amplificacién (es decir, ensayos de amplificacion en tiempo real multiplexados).

En una realizacién concreta relacionada, el kit ademas incluye otros contenedores que comprenden componentes
tales como oligonucleétido o un cebador adicional y/o uno o mas de los siguientes: tampones, reactivos a usar en el
ensayo (por ejemplo, reactivos de lavado, polimerasas u otros) y reactivos capaces de detectar la presencia de
sondas o cebadores de acido nucleico unido. Ejemplos de reactivos de deteccion incluyen, entre otros, sondas
marcadas radiactivamente, sondas marcadas enzimaticamente (peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina) y sondas
marcadas por afinidad (biotina, avidina o estreptavidina). En una realizacion, los reactivos de deteccién son sondas
balizas moleculares que hibridan especificamente con los productos de amplificacion. En otra realizacion, los
reactivos de deteccion son compuestos quimioluminiscentes tales como éster de acridinio (EA).

Por ejemplo, un kit compartimentalizado de acuerdo con la presente divulgacion incluye cualquier kit en el que los
reactivos estan contenidos en contenedores separados. Dichos contenedores incluyen contenedores pequefios de
vidrio, contenedores de plastico o tiras de plastico o papel. Dichos contenedores permiten la eficiente transferencia
de reactivos de un compartimento a otro compartimento de modo que las muestras y los reactivos no sufren
contaminacion cruzada y los agentes o soluciones de cada contenedor pueden afadirse de un modo cuantitativo de
un compartimento a otro. Dichos contenedores incluirdn un contenedor que aceptara la muestra de ensayo (por
ejemplo, un extracto de ARN de una muestra bioldgica o de células), un contenedor que contiene los cebadores
usados en el ensayo, contenedores que contienen enzimas, contenedores que contienen reactivos de lavado y
contenedores que contienen los reactivos usados para detectar los productos de extension. Como se ha
mencionado anteriormente, un experto en la técnica a la que pertenece la presente divulgacion puede adaptar la
separacion o combinacion de los reactivos de acuerdo con el tipo de kit que se prefiere (por ejemplo, un kit de
diagnéstico basado en procedimientos de amplificacion o hibridacion o ambos), los tipos de reactivos usados y su
estabilizada u otras propiedades intrinsecas. En una realizaciéon, un contenedor contiene los reactivos de
amplificacion y un contenedor aparte contiene el reactivo de deteccion. En otra realizacién, los reactivos de
amplificacion y deteccién estan contenidos en el mismo contenedor.

Los kits también pueden contener oligonucleétidos que sirven como oligémeros de captura para purificar los acidos
nucleicos objetivo de una muestra. Ejemplos de oligbmeros de captura tienen secuencias de al menos 15
nucleétidos complementarios de una porcion del acido nucleico objetivo de PCA3. Las realizaciones de los
oligbmeros de captura pueden tener bases adicionales unidas en un extremo 3’ o 5’ de la secuencia que es
complementaria a la secuencia objetivo de PCA3 que puede actuar funcionalmente en una etapa de hibridacion para
capturar el acido nucleico objetivo. Dichas secuencias adicionales son, preferentemente, una secuencia de cola
homopolimérica, tal como una secuencia de poli-A o de poli-T, aunque otras realizaciones de secuencias de cola
estan incluidas en los oligémeros de captura divulgados en el presente documento. En una realizacion, se puede
usar la proteina de unién CAP (por ejemplo, elF4G-4E) o parte de la misma para capturar los ARNm que contienen
la estructura de CAP (Edery y col., 1987, Gene 74 (2): 517-525). En otra realizacién se usa un reactivo de captura no
especifico (por ejemplo, esferas de silice).

Kits Utiles para poner en practica los procedimientos divulgados en el presente documento pueden incluir los que
incluyen cualquier oligonucleétido de amplificacién y/o sondas de deteccion divulgados en el presente documento
que se envasan en combinacién. Los kits también pueden incluir oligbmeros de captura para purificar el acido
nucleico objetivo de PCA3 de una muestra, cuyos oligdmeros de captura pueden envasarse en combinacién con los
oligonucleotidos de amplificacion y/o las sondas de deteccién.

En una realizacién adicional, las células contenidas en muestras de orina miccionadas obtenidas tras un tacto rectal
atento se recogen y se lisan en un tampén de lisis. Se extraen los acidos nucleicos (por ejemplo, del lisado mediante
extraccion en fase soélida en, por ejemplo, esferas de silice). La deteccién de la presencia de ARN codificado por el
gen de PCA3 en el extracto de &cido nucleico se realiza mediante una amplificacién de ARN especifica in vitro
acoplada a deteccién en tiempo real de productos amplificados mediante sondas especificas de fluorescencia. En
este procedimiento, de forma simultanea a la amplificacién del ARN especifico de cancer de préstata de PCA3 se
produce la amplificacion del segundo marcador especifico de préstata (tal como el ARN de PSA) como control de la
presencia en la muestra de orina de células de préstata.

Los procedimientos de cribado y de diagnéstico divulgados en el presente documento no requieren que se detecte la
totalidad de la secuencia de ARN de PCAS. En su lugar, solo es necesario detectar 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 dicho acido nucleico o una estructura alterada de dicho &cido nucleico (tal como un patrén de corte y
empalme aberrante). Con este fin, se usa cualquiera de las sondas o cebadores como se han descrito anteriormente
y se pueden disefiar muchas mas segun lo convencionalmente conocido en la técnica en base a las secuencias
descritas en el presente documento y otras conocidas en la técnica.

Debe entenderse que aunque la siguiente discusion esta dirigida especificamente a pacientes humanos, las
ensefanzas también son aplicables a cualquier animal que exprese PCAS.
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Los procedimientos de diagndstico y cribado divulgados en el presente documento son especialmente Utiles para un
paciente que se sospecha que esta en riesgo de desarrollar una enfermedad asociada con una alteracién del nivel
de expresion de PCA3 segln los antecedentes familiares o para un paciente en el que se desee diagnosticar una
enfermedad relacionada con PCAS (por ejemplo, cancer de proéstata). Los procedimientos divulgados en el presente
documento también se pueden usar para monitorizar la progresién del cancer de préstata en un paciente como se
ha descrito anteriormente.

Ejemplo 1

Rendimiento clinico usando una realizacién ilustrativa de los procedimientos divulgados en el presente documento

Estimando el rendimiento clinico del procedimiento se realiz6 un estudio piloto con 517 pacientes en los que se han
programado biopsias con aguja guiadas por ultrasonidos procedentes de cinco centros médicos universitarios
ubicados en Montreal y Quebec (Canada) entre septiembre de 2001 y junio de 2202. Cada muestra se procesé
usando las etapas siguientes:

Obtencién de muestras

Tras un tacto rectal atento se obtuvieron los primeros 20 a 30 ml de orina miccionada en contendores de plastico de
80 ml (el paciente orina directamente en el contenedor estéril).

Inmediatamente se afiadid un volumen igual de tampén de muestras (fosfato 0,1M (NapHPQO4 0,06M, NaH»PO4
0,04M) NaCl 0,3M, pH 7,0) y la solucion se mezclé mediante inversién.

Si no se procesa inmediatamente, las muestras se refrigeraron entre 2-8°C durante hasta tres dias hasta su posterior
procesamiento. En vista de la etapa de recuperacion de células debera evitarse la congelacion.

Recuperacion de células

La muestra se mezclé mediante inversion y el contenedor se golped suavemente sobre la bancada con el fin de
desprender las células de las paredes internas del mismo. Después se transfirid la muestra a uno o dos (en caso
necesario) tubos cénicos de polipropileno (40 ml/tubo).

Las células se sedimentaron mediante centrifugacion en una centrifuga de mesa a 1.400 g durante 15 minutos. Por
ultimo, se decanté el sobrenadante y las células se lisaron de inmediato.

Lisis celular

Al sedimento celular de la orina se anadieron 400 pl de tampén de lisis (GuSCN 4,68M, EDTA 20Mm, 1,2% de Triton
X-100™, Tris-HCI 46 mM, pH 7,2).

Después, el sedimento celular se agité en vértex enérgicamente durante 20 segundos con el fin de lisar las células.
Es importante asegurarse de que no queda nada de materia particulada. El lisado era transparente y no demasiado
VvisCcoso.

El lisado se transfirié a microtubos de 1,5 ml y se agit6 en vortex durante 30 segundos.

Ahora, si se desea, las células lisadas se pueden almacenar a <-70°C de forma indefinida.

Extraccion de dcido nucleico

La suspensién de silice (60 g de silice +80% de tamafno de particula de 1-5 um, afiadir agua MilliQ a un volumen
final de 500 ml) primero se agité en vortex enérgicamente durante 30 segundos hasta que se obtuvo una suspensién

homogénea opaca.

Después, inmediatamente se extrajeron 200 pl de la suspensién y se anadieron a la muestra lisada. A continuacion,
se agitaron en vortex enérgicamente todos los tubos durante 15 segundos uniendo los acidos nucleicos a la silice.

En una gradilla de tubos de ensayo se prepard una serie de columnas de Microspin™ Columns identificando cada
unidad de filtro con el nimero adecuado de paciente.

El contenido de cada microtubo que contiene las células lisadas y la silice se transfirieron a la unidad de filtro de
membrana de una columna Microspin™. Facilitando la transferencia de la materia particulada, el microtubos se agité
en vortex brevemente (aproximadamente 5 segundos) con el fin de resuspender el contenido. Se realizé lo mismo
antes de la transferencia. Las puntas se cambiaron entre muestras.
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Las columnas Microspin™ se centrifugaron en una microcentrifuga no refrigerada a 10.000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente (18°C-25°C). El filiro de membrana retuvo los acidos nucleicos unidos a silice, mientras que
otros componentes celulares permanecieron en el flujo.

Entretanto se prepar6 una serie de microtubos de 2 ml correspondientes al nimero de columnas Microspin™.

Las unidades de filiro de membrana que contenian la silice se transfirieron a nuevos microtubos de 2 ml. A cada
unidad de filiro de membrana se afiadieron 500 pl de tampo6n de lavado (GuSCN 5,3M, Tris-HCI 52 mM, pH 6,4)
Después, las columnas Microspin™ se centrifugaron en una microcentrifuga no refrigerada a 10.000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente.

En una gradilla de tubos de ensayo se prepar6 una serie nueva de microtubos de 2 ml.

Las unidades de filtro de membrana con la silice se transfirieron a nuevos microtubos de 2 ml. A las unidades de
filtro de membrana se anadieron 600 pl de etanol al 70%. Después, las columnas Microspin™ se centrifugaron en
una microcentrifuga no refrigerada a 10.000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

En una gradilla de tubos de ensayo se prepar6 una serie nueva de microtubos de 2 ml.

Las unidades de filiro de membrana con la silice se transfirieron a nuevos microtubos de 2 ml. Desechar los
microtubos que contienen el flujo continuo.

La unidad de filtro de membrana que contiene microtubos se transfirieron a continuacion a un bloque de
calentamiento a 65°C £ 1°C instalado en una campana de humos.

Todos los tubos se abrieron cuidadosamente garantizando la evaporacion y se incubaron durante aproximadamente
10 minutos secando la silice.

A cada unidad de filtro de membrana se afiadieron 200 ul de tampon de elucién (agua sin DNasa/RNasa)

Después, las unidades de filiro de membrana se centrifugaron en una microcentrifuga a 10.000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente.

Las etapas de elucion se repitieron una vez obteniendo un segundo eluato. Estas etapas eluyen acidos nucleicos de
la silice y los concentran en el flujo continuo.

Se extrajeron las unidades de microfiltro y se conservaron los dos microtubos que contenian la elucién con &cido
nucleico.

Para cada eluato, tres alicuotas de = 50 ul de acidos nucleicos se almacenaron a <-70°C
Amplificacion y deteccion de ARN in vitro

La muestra del eluato de acido nucleico a analizar se descongelé primero en hielo. La mezcla de la reaccion se
prepard después de acuerdo con el niumero de reacciones a realizar. Cada muestra se realizé al menos por
duplicado.

10 wl de la mezcla de reaccién se distribuyd en microtubos identificados [Tris-HCI 80mM, pH 8,5, MgCl, 24mM, KCI
180mM, DTT 10mM, 2mM de cada dNTP, 4mM de rATP, rUTP, CTP, rGTP 3mM, ITP 1 mM, 30% de DMSO, 3% de
sacarosa, 1% de D-Manitol, 1% de Dextrano T-40, cebadores de PSA 208nM (N2psaP1 B, SEC ID N® 1 y
N2psaP2B, SEC ID N¢ 2), cebadores de PCA-3 417nM (NOpcaP1A, SEC ID N° 3 y NOpcaP2B, SEC ID N® 4), baliza
de PSA 84nM (BpsaRD-4, SEC ID N1 5), baliza de PCA-3 166nM (BpcaFD-4, SEC ID N 6).

A cada tubo se anadieron 5 pl del eluato de la muestra con &cido nucleico y se mezclaron.
Los tubos se colocaron en un a thermocycler™, se calentaron a 65°C + 1 °C durante un periodo de 5 minutos y
después, la temperatura se mantuvo a 41°C. Tras 5 minutos a 41°C, los tubos se recuperaron y centrifugaron

brevemente con el fin de eliminar las gotas de condensacion de las tapas.

Las siguientes etapas se llevaron a cabo mejor rapidamente y la temperatura del tubo se mantuvo, preferentemente,
a41°C.

Después, a cada tubo se anadieron rapidamente 5 ul de la mezcla de enzimas (sorbitol 375mM, 0,105 pg/ul de BSA,
0,08 unidades de Rnasa H, 32,0 unidades de ARN polimerasa de T7, 6,4 unidades de AMV-RT) y los tubos se
mezclaron suavemente.
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Los tubos se volvieron a colocar en el incubador EasyQ™. Cuando el ultimo tubo se hubo colocado, el incubador se
mantuvo a una temperatura de 41°C + 0,5°C durante 5 minutos.

Después, se centrifugaron los tubos brevemente. Rapidamente, todos los tubos de transfirieron a un
espectrofluorimetro con termostato para la amplificacion de ARN in vitro y deteccién del producto amplificado en
tiempo real con las caracteristicas siguientes: (1) la fuente de luz fue una lampara halégena de cuarzo, (2) el filtro
usado para la fluorescencia ROX (6-carboxi-x-rodamina-N-succinimidil-ester) a 550-620 nm y para FAM (6-
carboxifluoresceina N-hidroxisuccinimida éster) fue a 485-530 nm , (3) el tiempo de integracién de la fluorescencia
por tubo fue de 20 ms; y (4) la emision de ROX y FAM se ley6 cada 30 s y el bloqueo del tubo de fijé a la
temperatura de 41°C + 1°C.

Resultados

Los datos de fluorescencia generados durante las dos horas de amplificacion se sometieron a ajustes siguiendo el
abordaje de Brown [Computer Methods and Programs in Biomedicine 65 (2001) 191-200].

Segun la proporcién de corte del PSA (fluo max/fluo min) de 1,3, de los 517 pacientes que se han analizado, 443
tenian cantidades adecuadas de células de prostata en la orina.

En esta poblacién de pacientes, el 34% (151/443) tenia cancer de préstata confirmado mediante histologia.

TABLA 3: Biopsias positivas frente a las categorias de tPSA

tPSA Porcentaje de pacientes Biopsias positivas
< 4 ng/ml 21 % (n=94) 20% (n=19)
4-10 ng/ml 55% (n=243) 35% (n=85)
> 10 ng/ml 24% (n=106) 44%(n=47)

La especificidad clinica (Sp) y la sensibilidad (Se) del procedimiento se ha estimado tras una clasificacion
estructurada en arbol usando el software S-plus™ [Insightful Corporation, Seattle, WA, USA] a partir de los datos en
bruto del fluorimetro. Se han definido tres arboles estructurados para los tres tipos de pacientes definidos como un
PSA en sangre total (tPSA) por debajo de 4 ng/ml, entre 4-10 ng/ml y por encima de 10 ng/ml (véanse las Figuras 2 -
4y latabla 4.

TABLA 4: Sensibilidad y especificidad del procedimiento

tPSA Numero % de Se % de Sp
<4 ng/ml 94 74 (14/19) 91 (68/75)
4-10 ng/ml 243 59 (50/85) 91 (144/158)
> 10 ng/ml 106 79 (37/47) 80 (47/59)

Global 443 67 (101/151) 89 (259/292)

TABLA 5: Rendimiento del procedimiento frente al tPSA total y al fPSA libre

% de Se % de Sp

tPSA = 2,5 ng/ml 100% (58/58) 6% (5/88)
tPSA = 4,0 ng/ml 88% (51/58) 15% (13/88)
FPSA/tPSA <0,15 72% (42/58) 56% (49/88)
FPSA/tPSA <0,13 66% (38/58) 67% (59/88)
uPM3™ 64% (37/58) 91 % (80/88)

146/443 pacientes con fPSA disponible

El estudio demostrd que el procedimiento tiene un valor predictivo positivo (VPP) del 75% en comparaciéon con el
PSA total (4,0 ng/ml) con un VPP de solo el 38%. El valor predictivo negativo del procedimiento es del 84% en
comparacién con el 81% para tPSA. La precisién global del procedimiento es del 81% en comparaciéon con una
precision del 47% para tPSA.
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<160> 13
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<211>47

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 1
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agcattccca accctggeag 20
<210> 3

<211>45

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 3

aattctaata cgactcacta tagggcctgce ccatccttta aggaa
<210> 4

<211> 20

<212> ADN
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<220>
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<223>n = DABCYL
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<211> 506

<212> ADN
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20

25

caggaagcac
gaaatttttg
ccggaatcca
tttatcctca
ctccactttc
ctcgeectgt
ccttaaagga
gatttgaaat

cttgatggct
<210>8
<211> 278
<212> ADN

aaaaggaagc
atggccttaa
ctaccgattt
cggagtctgg
acagatccct
gcctggtcce
tgggcaggaa
gaagtcacca

tcacaagaca

<213> Homo sapiens

<400> 8
caggaagcac

tcatcgatga
aattgatgtg
aacgggatta
agacgagaaa
<210>9

<211> 2037
<212> ADN

aaaaggaagc
gcctecgecect
ttccttaaag
cagatttgaa

atettgatgg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<2225 (1472)..

(1472)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature

<2225 (1517)..

(1517)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature

<2225 (1563)..

(1563)

<223>nesa,c,g,0t

<400>9
agaagctggce

gaagétctgc
tgtttcaatg
gacacagggc
ctacagacat
ggccacacat
taatgtctaa

caggaagcac

atcagaaaaa

atggtgggaa

aacaccaaga

‘tggatcacca

ctcaatggca
ctgctgaaat
gtagtgacat

aaaaggaagc

acagaggtaa
gttcctctac
tctatttctt
attttctacc
gggagaaatg
gcttgtgagg
aacagatcct
aagtgagcat

tgcaac

acagagatcc
gtgcctggtc
gatgggcagg
atgaagtcac

cttcacaaga

cagaggggag
ggacctgatg
taaataagtg
tcgacggcac
ggggtgagaa
ggagataatt
gtttttgcac

acagagatcc
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gtgctttata
tcgtttctat
gcctcgtatt
cgggctcacce
cceggecgece
gaaggacatt
gttgtggata

taccaatgag

ctgggagaaa
ccgcttgtga
aaaacagatc
caaagtgagc

catgcaac

atttgtgtgg
atacagagga
aagagctagt
tttctgagta
ataagaaagg.
aacatcacta
atttccagece

ctgggagaaa

aagcactcaa
ccttecctact
gtctgactgg
tcegtcecte
atcttgggtc
agaaaatgaa
tttatttgaa

aggaaaacag

tgccecggeceg
gggaaggaca
ctgttgtgga

attaccaatg

ctgcagccga

)
attacaacac

ccgetgtgag
ctcagfgcag
ctgctgactt
gaaacagcaa
cctttaaata

tgccegacceg
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tttctactca
cactgtccte
ctéacttgga
catatttgtc
atcgatgagce
ttgatgtgtt
cgggattaca

acgagaaaat

ccatcttggg
ttagaaaatg

tatttatttg

agaggaaaac

gggagaccag
atatacttag
tctectcagt
caaagaaaga
taccatctga
gatgacaata
tccacacaca

ccatcttggg
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480
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60

120

‘180

60

120

180

240

300

360

420

480



tcatcgatga
aattgatgtg
aacgggatta
gacgagaaaa
acatgaggca
ctgctgecta
agctgttgta
gccacactca
aataacatta
gtttttccta
gatctttcca
atcaacatca
ttctcaagaé
tggaagaatt
gcaéagatga
taaaatgctt
cttatctgtc
ccttgaacat
aantctagaa
,acacatatga
agagtttaga
tgtaagdctg
catttctcta
tccccaaagg
tactggtcac

gggcactctt

<210> 10
<211> 3582
<212> ADN

gcctegeect
ttccttaaag
cagatttgaa
tcttgatggce
gccaagctgg
aéctgtgcgt
a£atctgatc
tttttaatat
ctcattttgt
aggagtgtte
gggttatact
tcctcagtgt
ctcaaaatgt
caatgttaca
ctaagtectt
agcct£gtac
atcaccatca
gtcaggncat
tgatgtaaag
gattcatcat
taaatatgtg
ggatgtgaag
tctctatcac
taacctttat
ttatctcaac

gtgagccact

<213> Homo sapiens

<400> 10

gtgcctggtc
gatgggcagg
atgaagtcac
ttcacaagac
ggaggagata
tcataaccaa
tctacggttce
ttagtﬁccca
tcaaagaccc
tggcccaggg
tactagcaca
ctttgcccat
cattccatta
tgcagctatg
tatccctece
tgaggctgta
accéctccca
acattrttce
ttttgaataa
cacatgagac
aaatgcaaga
maaaggcagg
aatatccaac
ccatttcatg
tttgagatgt

ttagggttca
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ccgcttgtga
aaaacagatc
aaagtgagca
atgcaacaaa
accacggggc
atcatttcat
cttctgggcece
gatctgtact
ttegtgttge
gatctgtgaa
cagcatgatc
actgaaattc
atatcacagg
ggaatttaat
ctttgtttga
tacagcacag
tnysacctaa
ttctgcectga
gttgactatc
agcaaatact
kccacagagg
gaacctcata
aagcttttca
gtgagtgcge
gtttgtectt

ctcctggcaa

gggaaggaca
ctgttgtgga
ttaccaatga
caaaatggaa
agagggtcag
atttctaacc
caacattctc
gtgacctttc
tgcctaatat
caggctggga
attacggagt
atttcccact
agtaactttt
tacatatttt
ttttttttcc
cctcteccca
acaaaatcta
gaagctcttc
ttacttcatg
aaaagtgtaa
gaatgtttat
étatcttata
cagaattcat
tttagaattt
gtagttaatt

taaagaattt
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ttagaaaatg
tatttatttg
gaggaaaaca
tactgtgatg
éattctggcc
ctcaaaacaa
catatatcca
tacactgtag
gtagctgact
agcatctcaa
gaattatcta
tttgtgcccea
ttttttaacc
gttttccagt
agtataaagt
tccctecage
acttgtaatt
cttgtctctt
caaaéaaqég
tttgattata
ggggcacgtt
taatatactt
gcagtgcaaa
tggcaaatca
gaaagaaata

acaaaga

540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1146
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2037



acagaagaaa
ggctgcagcc
gaattacaac
gteccgetgtg
tactcagtge
ggctgctgac
tagaaacagc
ccectttaaa
aatgccecgge
gagggaagga
tecctgttgtg
cattaccaat
aacaaaatgg
gcagagggtc
atatttctaa
cccaacattc
ctgtgacctt
gctgcctaat
aacaggctgg
tcattacgga
tcatttccca
ggattaactf
attacatatt
gatttttttt
agcctctcce
aaacaaaatc
gagaagctct

tcttacttca

tagcaagtgc
gagggagacc
acatatactt
agtctcctca
agcaaagaaa
tttécgatct
aagatgacaa
tatccacaca
cgccatcttg
cattagaaaa
gatatttatt
gagaggaaaa
aatactgtga
aggattctgg
cccfcaaaac
tccatatatc
tctacactgt
atgtagctga
gaagcatctc
gtgaattatc
cttttgtgcc
ttttttttaa
ttgttttcca
ccagtataaa
catcectcca
taacttgtaa
tcecttgtcete

tgcaaagaag

cgagaagctg
aggaagatct
agtgtttcaa
gtgacacagg
gactacagac
gaggccacac
tataatgtct
cacaggaagc
ggtcatcgat
tgaattgatg
tgaacgggat
cagacgagaa
tgacatgagg
ccétgctgcc
aaagctgttg
cagccacact
agaataacat
ctgtttttce
aagatctttc
taatcaacat
cattctcaag
cctggaagaa
gtgcaaagat
gttaaaatgc
gccttatctg
ttccttgaac
ttaaatctag

ggacacatat
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gcatcagaaa
gcatggtggg
tgaacaccaa
gctggatcac
atctcaatgg
atctgctgaa
aagtagtgac
acaaaaggaa
gagcctegcece
tgttccttaa
tacagatttg
aatcttgatg
cagccaagct
taaactgtgc
taatatctga
catttttaat
tactcatttt
taaggagtgt
cagggttata
catcctcagt
acctcaaaat
ttcaatgtta
gactaagtcc
ttagccttgt
tcatcaccat
atgtcaggac
aatgatgtaa

gagattcatc

aacagagggg
aaggacctga
gataaataag
catcgacggce
caggggtgag
atggagataa
atgtttttgce
gcacagagat
ctgtgcetgg
aggatgggca
aaatgaagtc
gctt;acaag
ggggaggaga
gttcataaéc
ﬁctctacggt
atttagttcc
gttcaaagac
tctggcccég
cttactagca
gtctttgccece
gtcattccat
tatgcagcta
tttatcectce
actgaggctg
caacccctcc
atacattatt
agttttgaat

atcacatgag
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agatttgtgt
tgatacagag
tgaagagcta
actttctgag
aaataagaaa
ttaacatcac
acatttccag
ccctgggaga
tcecegettgt
ggaaaacaga
acaaagtgag
acatécaaca
taaccacggg
aaatcatttc
tccttetggg
cagatctgta
ccttecgtgtt
gggatctgtg
cacagcatga
atactgéaat
taatatcaca

tgggaattta

ccctttgttt

tatacagcac
cataccacct
ccttctgecet
aagttgacta

acagcaaata

60
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240
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360

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



ctaaaagtgt
gggaatgttt
tagtatctta
cacagaattc
gctttagaat
ttgtagttaa
aataaagaat
gtgtgtgtgt
ttaaaacaag
ctcattattc
ttcacaaaag
gctacacact
aaaétactgq
ttctcagcag
gagaggattc
tgttcatgga
taagaactct
ctggtcaaaa
gccacaacca
tcatgagttg
gacacatatt
ttaccaatcc
caagtctttt
tttccaatag
tctaagaggt
cc?tatatta
cagtggctcce

cctcatgggt
tgctccctge

ctacatttga
acttgctgaa
tettggcata
<210> 11

<211> 7130
<212> ADN

aatttgatta
atggggcacg
tataatatac
atgcagtgca
tttggcaaat
ttgaaagaaa
ttacaaagag
gagtgtacat
éatgttftca
tccagtaaat
cagctggéaa
gcttgacata
cattaggtct
aagccagaat
agacagctca
tagtccaa£a
gagtgatatc
ggaaccaaga
acagcaggac
aattctccta
agcttctagc
tctctetget
cttccatcce
atgctgecta
tcaaaatcca
ctgattgact

ttgtggatca

ggaggggacc
cttcagtgtce

gaattccaat
aattaagttt

ctatatcaac

<213> Homo sapiens

<400> 11

taagagttta
tttgtaagcc
ttcatttctc
aatccccaaa
catactggtc
tagggcactc
ctactcagga
gccaaagtgt
aatggcacta
gtgataataa
tggacaacca
tattgttaga
cagctggggce
ttgaattccc
ggtgctttca
aataatgtta
aacattaggg
tacaaagaac
ccaacgcatg
ttatggatgc
ctttgcttcc
ctgttgettt
caccactaac
tgggctaata
actcattatc
gaacaggatg
tgcatgcaag

actcctgggce
ctctgcatct

taggaactca
tttcaaaatc

tttgattctt
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gataaatata
tgggatgtga
tatctctatc
ggtaaccttt
acttatctca
ttgtgagcca
ccagttgtta
gcctctctcet
tgagctgcca
tgtcatctgt
caatatgcat
agcacctcgc
tgtgcatcag
tcatctttta
ctaatgtctc
tctttgaact
attcaaagaa
tctgagcetgt
tctgagatcc
tagcttctgg
acgactttta
ggacttcccc
ctgaattgcc
ttgctttaga
ttctctttct
gtccccaaga
actgctgaag

cttcgtgatt
cccctttcecta

catgttttat
tgtccttgta

tgttacaact

tgaaatgcaa
agcaaaggca
acaatatcca
atccatttca

actttgagat

ctttagggtt

agagctctgt
cttgacccat
atgatgtatc
taacataaaa
aaatctaact
atttgtgégt
gcggtttgag
ggaatcattt
tgaacttctg
gatgctcata
atattagatt
catcgtcece
ttaaatcaag
ccatctctgg
tcttttetec
acaagaattt
tagaccctta
tgaacattag
ttcacctccc
tgcéagtcaa
ccagaggatg

gtcaggagca
atgaagatcc

ctgcectate
aattactttt

tt
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gagccacaga
gggaacctca
acaagctttt
tggtgagtgce
gtgtttgtcc
cactcctgge
gtgtgtgtgt
tatttcagac
accaccatat
aaagtttgac
cctaccatca
tctctﬁaagc
aaatattcaa
accaggtttg
tccetetttg
ggagagaéta
taagctcaca
atctctgtga
gaaaccagtg
ctctcctett
aacacatcgc
caacgactct

tttttattaa

atatttaaag

ctgctcctct
atgagaaacc
actgattacg

agacctgaga
atagaatttg

aattttttaa

tcttacagtg

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2400

2460

2520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360
3420

3480
3540

3582



gaattccaca
atatttctgg
tatctgtgga
acatctattt
ggatcaggga
gtgcaaagga
tgtttetgtt
gagctacaag
ctctcecctcee
ggggagggcc
aaggttttat
agagctgtgt
gtgagagggyg
aggctctttc
ctctcccage
tcccacacca
cagctccctg
ctttgtgggg
tcactggtecc
gctgtgagtg

ggatacccag

ttgtttgectg
gctagaggat
gctggattct
caggagcatg
gtctcacaat
tctaggcacg
tcatcctggg
ggcctggtge
ccttccacag
ttggtcagcce
agggétcctﬁ
caccatgtgg
ccatggttgg
cccecccaacc
cccacttcaa
ggtccccgcet
ctcccagcetg
ctcaaaacct
atctcctgag
tccaacccta

atgccaacca

cacgttggat
ctgtggacca
gggttgggag
aggaataaaa
ctcctgagtg
tgaggctttg
catgtctcet
atccagggtg
ctctgggtgt
tctgggtgece
ggggaggctc
gtcceggttg
ggggatgcag
cagcacccca
gcccataccce
ccctceccact
ctttactaaa
ccaaggacct
cccecctcaatc
tcccagagac

gacacctcct
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tttgaaatgce
caagatcttt
tgcaaggaaa
gttetagttt
ctggtgtctt
tatgaagaat
ctgectttagt
atctagtaat
gggagggggt
agcagggcag
cccagceccca
tcttcctcac
gagagggagc
gcccagacag
ccagcccectce
taccccagaa
ggggaagttc
ctctcaatgce
ctatcacagt
cttgatgctt

tcttectage

tagggaactt
ttatgatgac
agaatgtact
ctggtctcag
agggcacact
cggggatcgt
cccctagatg
tgcagaacag
tgtccagecet
gggcggagte
agcttaccac
cctgtccgtg
cagccctgac
ggagctgggce
catattgcaa
ctttctccece
ctgggcatct
cattggttcc
ctactgactt
ggcctcccaa

caggctatct
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tgggagactc
agtagcaatg

aaatgccaag

.agtggtgcag

gggtcttgga

acccaccccce
aagtctccat
caagtgctag
ccagcagceat
ctggggaatg
ctgcacccgg
acgtggattg
tgtcaagctg
tcttttctét
cagtcctcac
attgcccagce
ccgtgtttcet
ttggaccgta
ttcccattca
tcttgcecta

ggcctgagac

60
120

180

300

360

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200



aacaaatggg
agccccagac
gccacaactg
aaagaaaaéc
tcctaaactt
cctgg;téct
cccagtccaa
gggegetgte
agcctctceca
agcctttcce
gtgtctttte
tcaaccctga
tcggattgtg
ctctegtgge
tgceccactge
cagaggaata
ggggagagag
cccteccececat
cattatgtct
ctcteccectet
tccctctceta
ctgtctcacc
tgagaaaagg
ggaggccaag
tgaaacccca
agtcccagcet
gcagtgagcce
caaaaaaaaa

tatccctgat

tcectcagte
tecttcatteca
ccagctctct
aaataaaaca
tccaaaacct
agcacccctt
gaccccaaat
ttgtgtctcc
ccagcaccag
agctcccecect
aaacccacat
ttcecectgat
ggaggctggg
agggcagtct
atcaggaagt
acagctgggce
ggaaagttct
ggctgcectgg
cttggtaact
cttctctgtc
gccagtgtgt
tgtgccttcet
aagggctttg
gcaggtagat
tctctactaa
actcaggagg
gagaccgtgc
aaaaaaaaaa

gtgtgtgggt

tggcaatggg
gtggcccaca
gattccccaa
aaaccaactc
tcctcttceca
atcccctcag
caccacaaag
taccctgatc
ccaccaacct
gcccatgtcec
cctaaatcea
ctagcacccc
agtgcgagaa
gcggceggtgt
gagtagggge
atttteccca
égttcaggtc
gtctccatct
ggcttcggtt
ttcagtctcc
ctcaccctgt
ccctactgaa
getgggcegeg
cacctgaggt
aaatacaaaa
ctgagggagg
cactgcactc
aaaaaaaaaa

atgagggtat
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actctgagaa
ttttccttag
atctgcatcc
agaccagaac
gcaactgaac
aatccacaac
gacccaatcc
cctgggttca
gcaaacctég
caggactccc
tctcctatcece
ctctgcaggce
gcattcccaa
tctggtgcecac
ctggggtctg
ggataacctc
acatggggag
gtgtccctct
gtgtctetce
atatctccce
atctctctge
caéacgcacg
gtggctcaca
caggagttcg
aattagccag
agaattgctt
cagcctgggt
agaaaagaaa

gagagggccc

ctecteattce
gaaaaacatg
ttttcaaaac
tgttttctca
ctggccataa
ttgtaccaag
ccagactcaa
actctgctce
ggaagattga
agccttggtt
gagtccccca
gctgcgccee
ccctggcégg
ccccagtggg
gggagcaggt
taaggccagc
gcagggttgg
atgtctcttt
gtgtgactat
ctctctcectgt
caggctctgt
ggatgggcct
cctgtaatcc
agaccagcct
gcgtggtgge
gaacctggga
gacagagtga
agaaaagaaa

ctctcactcc
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cctgactctt
agcatcécca
ctaaaaacaa
acctgggact
ggcacttatc
tttceccttcet
gatatggtct

cagagcatga

cagaattccc

ctctgcecccce
gttcccectg
tcatcctgtﬁ
tgcttgtgge
tectecacagce
gtctgtgtcc
cttgggactg
ggctggacca
gtgtcgcettt
tttgttctct
ccttctctgg
ctctcggtcet

ggggggaccc

cagcactttg

ggccaactgg -

gcatgectgt

ggttgaggtt

gactccgect -

aggaatcttt

attccttcetce

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2826
2880
2940

3000



caggacatcc
ggggcaattg
ccctggggag
tggaaaccca
cggtccccac
ggattcctct
tctgtttctc
gtttctctat
tcactgttct
ttggtttctc
gttgtctgta
ctttttctet
ctcgctecte
cacagcctgt
cacccgcetct
agccacgacc
gtcatggacc
ggcagcattg
gcectgggtet
ccaggtgggg
aacttcagtg
agaaggtgac
cggtgagtca
gggctggggt
ccacctccecce
taggttattc
ctgctatgca

gccectecect

ctccacéctt
agggaggagg
cgaagtggag
cgccaaagec
tcagctccaa
ctacttggtt
actttctgce
gtttctgtet
cccctetgece
tcagtttctg
tttttggect
tttggagcct
attcctgegt
ttcatcectga
acgatatgag
tcatgctgcet
tgcccaccca
aécéagagga
gagggaggag
tccagccecac
tgtggacctc
caagttcatg
tcectactec
ctagaagcca
gtgtctcatc
ttacagcaca
cccagcactg

tctgtagecec

gggagacaca
aaggagaagg
gatacaacct
gcatctacag
agtctctctce
ctcattcttc
tggttttgtt
tttetttcte
ctttcattcect
tatctgccecct
gaactgtgtc
cctecttget
ctgcttectce
agacacaggc
cctcctgaag
ccgcctgtca
ggag;cagca
gtgtacgect
gggacaggac
aacagtgttt
catgttattt
ctgtgtgctg
caagatcttg
acaaggcgtc
tcattceccte
actcatctgt
ccctagagee

ccaagccagt

ES 2427853713

gagaagggct
gggaaggaaa
tgggcctgea
ctgagccact
ccttttctcect
ctttgacttc
cttctctctce
atcctgtgta
ctctgtccett
tcaccctcte
ttcececaacce
cctctgtecc
cccagcaaaa
caggtatttc
aatcgattcc
gagcctgceg
ctggggacca
gggccagatg
tcctgggtcet
ttgcctggcece
ccaatgaégt
gacgctggac
aggggaaagg
tgéctcccct
cttccctett
tectgegtte
tgggacatag

gaggggcaca

32

ggttccagct
acagggtatg
ggccaggcta
ctgaggcctc
cccacacttt
ctgcttecct
tetttctetg
ttttcggetce
ttaccctctt
acactgctgt
étgtgttttt
ttctetcttt
gcgtgatctt
aggtcagcca
tcaggccagg
agctcacgga
cctgctacge
gtgcagccgg
gagggaggag
cgtagtcttg
gtgtgcgcaa
agggggcaaa
tgagtgggga
gctccccagce
ctttgactcﬁ
agcacacggt
cagtgaacag

ggcaggaaca

ggagctggga
ggggaaagga
cctacccact
ccctcccecegg
atcatccccece
ttctcattca
gcccatgtcet
accttgtttg
cctttttecc
ttcccaactc
ctcactgttt
ccttatcatc
gctgggtegg
cagcttccca
tgatgactcc
tgctgtgaag
ctcaggctgg
gagcccagat
ggccaaggaa
accccaaaga
gttcaccctc
agcacctgct
ccttaattct
tgtagccatg
ctcaaggcaa
tactaggcac
acagagagca

gggaccacaa

3060
3120

3180

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

4140

4440
4500
4560
4620

4680



cacagaaaag
ggagtgtgac
gggaggggag
ggaggagggyg
tcggggcagg
ggaggacact
gacagggcct
agggagggag
ccaggcattg
tctcteecct
accatgccag
tagtcagaga
agatggtcct
cctctgcaca

cccctctgtt

cttcttccaa’

ttgcccagge
tgattctggg
tgaaccatgt
gtggatcaag
taaacttgga
tttgtcctta
gaccagagtg
catgcctgga
ttatttgtgg
acatgtgctg
cactcacagc
cctagagaag

gtaaggagag

ctggagggtg
tgggaggaga
ggccctgegg
cctagagggce
gtgcgagagg
gcttttecte
ggctcaggtg

ggcagcaggg

tcecccacctg

ccactccatt
ccctgcegat
gtagtcctgg
ggcccttgtc
géagctggac
ggaatccctg
agctgggaac
agaaactggg
ggcccacttg
gcecctgeecg
gac;ccatcg
accttggaaa
ggtgtgaggt
tttcttaaat
gacatatcac
gatacagaga
gacactgtcc
aaggatggag
gctgtgagcece

ggactggacc

tcaggaggtg
catccggcag
cacctggggg
gtcaggagca
gaagaaagga
tgaggagtca
tccagaggcet
atgtggaggyg
Qgcccttacc
ctccacctac
ggtcctccat
aaggtggect
ccaccgacbt
cctgaagtcce
cccaccttct
tgctatctgt
actgacctat
tctgtaatgg
aaaggccttc
tggccaaccc
tgaccaggcc
ccagggttgc
ggtgtaattt
tcaatttctc
tgaaagaggg
atgaagcact
ctgaaaacat
aaggagggag

ccctggaagce
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atcaggctct
aaggtgggag
ageagaggga
gagaggaggt
cccctectge
ggaactgtgg
gccgetggee
agtgatgatg
cagcctccct
ccacagtggg
ggctcectag
ctgtgaggag
gtctacaagg
cttccctacc
tctggaagtc
tatctgcctg
ctcactctct
tgtgcttcaa
cctgtacacc
ctgagcaccc
aagactcaég
taggaaaaga
tgtcctectct
tgaggacaca
gtgggatcca
gagcagaagc
aacccactct
ggtcttccett

tgattcacta

cggggaggga
tgagcaaaca
acagcatctg
tgcctggcetg
agggcctecac
atggtgctgg
tccectatggg
gggctgacct
cacaggctcc
tcattctgat
tgccctggag
ccacggggac
actgtcctcg
ggccaggact
ggctctggag
tccaggtcectg
ccctgetttt
ggtatcacgt
aaggtggtgc
ctatcaactc
cctceccagt
aatcagcaga
gtgtcctggg
gataggatgg
cactgagaga
tggaggcaca
gtcctggagg
tggcatggga

tggggggagg

33

gaaggggtgg
cctgccgceag
gccaggcectg
gagtgaagga
ctgggccaca
acagaagcag
atcagactgce
gggggtggcet
tggccctcag
caccgaactg
aggaggtgtc
agcatcctge
tggaccctce
ggagccccta
acatttctct
aaagatagga
acccttaggg
catggggcag
attaccggaa
cctattgtaé
tctactgacc
cacaggtgta
gaatactggc
ggtgtctgtg
gtggagagtg
acgcaccaga
cactgggaag
tggggatgaa

tgtattgaag

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6180

6240

6300

6360

6420
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tcctccagac
cttatactgt
ggaaacaggc
cccagtgggg
tgaagtattt
gtctgtagga
cccaagagtt
catcatgaat
aaggcacttg
gtgagccctg
ttactgtaca
ctgtcttgtg
<210> 12

<211> 20
<212> ADN

aaccctcaga
ggtttattct
atctaagtgg
tgttgtggac
ccaactaagg
taggcatgég
caagcagata
cgcactgtta
ggccgaatgt
tacttggaac
ggggggtgag

qccgagtgéa

<213> Homo sapiens

<400> 12

agcattccca accctggcag

<210> 13
<211> 3923
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

acagaagaaa
ggctgcagcc
gaattacaac
gtcecgetgtg
tactcagtgc
ggctgctgac
tagaaacagc

cccctttaaa

tagcaagtgc
gagggagacc
acatatactt
agtctcctca
agcaaagaaa
tttaccatct
aagatgacaa

tatccacaca

tttgatgatt
ggtttgttac
ggatgtgaag
agcacttaaa
aagctcacct
gtactggaat
cagcatggcc
gcatgaatca
tccaagggat
gttcaggctt
ggaaagggag

ccatggggcet

20

cgagaagctg
aggaagatct
aétgﬁttcaa
gtgacacaqg
gactacagac
gaggccacac
tataatgtct

cacaggaagc

ES 2 427

tcctagtaga
attgacagga
aaaacaggga
tcacacagaa
gagccttagt
agctgacctt
tagagcctca
tctggcacgg
taaatgtcat
tgagcagtgce
aagatgagga

atcccaagaa

gcatcagaaa
gcatggtggg
tgaacaccaa
gctggatcac
atctcaatgg
atctgctgaa
aagtagtgac

acaaaaggaa

853 T3

actcacagaa
gacacactga
aaatctttca
gtgatgtagtg
gtccagagtt
aacttctcag
gatgtacaaa
cccaaggece
ctcccaggag
agggctgctg
aaccgcctag

ggaggaattc

aacagagggg
aaggacctga

gataaataag

catcgacggc-

caggggtgag
atggagataa
atgtttttge

gcacagagat

34

ataaagagct
aatcagcaaa
gttgttttct
accttgtgta
cttattgggg
acctgaggtt
aacaggcatt
caggtatacc
ttattcaagg
agtcaacctt

ggatctggtt

agatttgtgt
tgatacagag
tgaagagcta
actttctgag
aaataagaaa
ttaacatcac
acatttccag

ccctgggaga

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080

7130

60
120
180
240
300
360
420

480



aatgccceggce
gagggaagga
tcctgttgtg
cattaccaat
aacaaaatgg
gcagagggtc
atatttctaal
cccaacattce
ctgtgacctt
gctgcctaat
aacaggctgg
tcattacgga
tcatttccca
ggattaactt
attacatatt
gattttttet
agcctctccce
aaacaaaatc
gagaagctect
tcttacttca
ctaaaagtgt
gggaatgttt
tagtatctta
cacagaattc
gctttagaat
ttgtagttaa
aataaagaat
gtgtgtgtgt

ttaaaacaag

cgccatcttg
cattagaaaa
gatatttatt
gagaggaaaa
aatactgtga
aggattctgg
ccctcaaaac
tccatatatce
tctacactgt
atgtagctga
gaagcatctc
gtgaattatc
cttttgtgcc
ttttttttaa
ttgttttcca
ccagtataaa
catccctcca
taacttgtaa
tccttgtcte
tgcaaagaag
aatttqatta
atggggcacg
tataatatac
atgcagtgca
tttggcaaat
ttQaaagaaa
ttacaaagag
gagtgtacat

catgttttca

ggtcatcgat
tgaattgatg
tgaacgggat
cagacgagaa
tgacatgagg
ccctgcectgee
aaagctgttg
cagccacact
agaataacat
ctgtttttcc
aagatctttc
taatcaacat
cattctcaag
cctggaagaa
gtgcaaagat
éttaaaatgc
gccttatctg
ttccttgaac
ttaaatctag
ggacacatat
taagagttta
tttgtaagce
ttcatttcte
aatccccaaa
catactggtc
tagggcactc
ctactcagga
gccaaagtgt

aatggcacta
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gagcctcgcec
tgttccttaa
tacagatttg
aatcttgatg
cagccaagct
taaactgtgce
taatatctga
catttttaat
tactcatttt
taaggagtgt
cagggttata
catcctcagt
acctcaaaat
ttcaatgtta
gactaagtcc
ttagccttgt
tcatcaccat.
atgtcaggac
aatgatgtaa
gagattcatc
gataaatata
tgggatgtga
tatctctatc
ggtaaccttt

acttatctca

ttgtgagcca

ccagttgtta
gcctctetet

tgagctgcca

35

ctgtgcctgg
aggatgggca
aaatgaagtc
gcttcacaag
ggggaggaga
gttcataacc
tctctacggt
atttagttcc
gttcaaagac
tctggcccag
cttactagca
gtectttgecee
gtcattccat
catgcagcta
tttatccctce
actgaggctg
caacccctcc
atacattatt
aéttttgaat
atcacatgag
tgaaatgcaa
agcaaaggca
acaatatcca
atccatttca
actttgagat
ctttagggtt
agagctctgt
cttgacccat

atgatgtatc

tceegettgt
ggaaaacaga
acaaagtgag
acatgcaaca
taaccacggg
aaatcatttc
tcettectggg
cagatctgta
ccttegtgtt
gggatctgtg
cacagcatga
atactgaaat
taatatcaca
tgggaattta
ccctttgttt
tatacagcac
cataccacct
ccttctgeet
aagttgacta
acagcaaata
gagccacaga
gggaaéctca
acaagétttt
tggtgagtgc
gtgtttgtcc
cactcctggce
gtgtgtgtgt
tatttcagac

accaccatat

540

600

660

720

780

840

3800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

- 1920

1980
2040
2100
2160

2220



ctcattattc
ttcacaaaag
gctacacact
aaaatacttg
ttctcagcag
gagaggattc
tgttcatgga
taagaactét
ctgétcaaaa
gccacaacca
tcatgagttg
gacacatatt
ttaccaatcc
caagtectttt
ttccaataga
caagaggttc
tatattactg
agtggctcct
cctcatgggt
tgcteccctge
ctacatttga
acttgctgaa
tcttggcata
aaagtggctt
ttattttgtt
acttttaaaa
tacctaatgce

atggcacacg

aagtaaaatt

tccagtaaat
Fagctggaaa
gcttgacata
cattaggtct
aagccagaat
agacagctca
tagtccaata
gagtgatatc
ggaaccaaga
acagcaggac
aattctccta
agcttctagce
tctctctget
cttccatcecce
tgctgcectat
aaaatccaac
attgcaptga
tgtggtacat
ggaggggacc
cttcagtgtce
gaattccaat
aatﬁaagttt
ctatatcaac
ttattctcett
ctctatagta
taagtgattc
atgtgggact

tatacctgtg

taaaaaaaag

gtgataataa
tggacaacca
tattgttaga
cagctggggce
ttgaattccc
ggtgctttca
aataatgtta
aacattaggg
tacaaagaac
ccaacgcatg
ttatggatgc
ctttgcttcc
ctgttgcttt
caccactaac
éggctatatt
tcattatctt
acagcatggt
gcatgcaaga
actcctgggc
ctetgecatct
taggaactca
tttcaaaatc
tttgattctt
tattattatt
tcaatttatt
ggggggtagg
taaaacctag

taacaaacct

tga
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tgtcatctgt
caatatgcat
agcacctcgc
tgtgcatcag
tcatctttta
ctaatgtctc
tctttgaact
attcaaagaa
tctgagctgt
tctgagatcc
tagcttctgg
acgactttta
ggacttccce
ctgaatgcect
gctttagatg
ctctttcttt
ccccaatgta
ctgctgaagc
cttcgtgatt
cccctttcta
catgttttat
tgtccttgta
tgttaéaact
attttetttt
tgatttagtt
agaacagggg
atgatgggtt

acacattctg

36

taacataaaa
aaatctaact
atttgtgggt

gcggtttgag

ggaatcattt

tgaacttctg
gatgctcata
atattagatt
catcgtccce
ttaaatcaag
ccatctctgg
tcttttctec
acaagaattt
agacccttat
aacattagat
cacctccctg
gccatgcaaa
cagaaggatg
gtcaggagca
atgaagatcc
ctgcectatc
aattactttt
tttcttactc
actactatat
tcaatttatt
agggagagca
gataggtgca

cacatgtatc

aaagtttgac
cctaccatcé
tctcttaage
aaatattcaa
accaggtttg
tccctcetttyg
ggaéagaata
taagctcaca
atctctgtga
gaaaccagtg
ctctectett
aacacatcgce
caacgactct
ttttattaat
atttaaagct
ctcctctcee
tgagaaaccc
actgattacg
agacctgaga
atagaatttg
aattttttaa
tcttacagtg
ttttatcacc
tacgt£gtta
tttattgcetg
ttaggacaaa
gcaaaccact

ccagaacgta

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3900
3923
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para detectar cancer de préstata en una muestra de orina de un paciente humano, que
comprende:

(a) realizar un ensayo de amplificacién del ARN in vitro con dicha muestra que comprende al menos una célula de
prostata o extracto de &cido nucleico de la misma, usando un primer par de cebadores especifico de una secuencia
de &cido nucleico de PCAS especifica de cancer de prostata;

(b) realizar un segundo ensayo de amplificacion del ARN in vitro con dicha muestra que comprende al menos una
célula de prdstata o extracto de acido nucleico de la misma, usando un segundo par de cebadores especifico de una
segunda secuencia de acido nucleico de PCA3 especifica de cancer de préstata; y

(c) detectar dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 especifica de cancer de préstata y dicha secuencia de acido
nucleico especifica de la prostata;

en el que la detecciéon de dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 especifica de cancer de préstata o un
incremento del nivel del mismo en comparacion con la cantidad presente en las muestras control normales se
correlaciona con un riesgo de desarrollar cancer de prostata o una presencia de cancer de préstata en dicho
paciente; y

en el que una ausencia de deteccion de dicha secuencia de &cido nucleico de PCA3 especifica de cancer de
prostata o deteccion de un menor nivel del mismo en comparacién con la cantidad presente en las muestras control
normales y la deteccion de dicha segunda secuencia de acido nucleico especifica de prostata se correlaciona con
una ausencia de cancer de prdstata o un menor riesgo de desarrollar el mismo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha amplificacién de ARN se lleva a cabo en tiempo real.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha deteccién se realiza mediante deteccion por
fluorescencia, quimioluminiscencia o colorimetria.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho segundo acido nucleico
especifico de prostata se selecciona del grupo que consiste en: acido nucleico de PSA, calicreina humana 2, PSMA,
transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEM1.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho acido nucleico especifico de prostata es acido nucleico de
PSA.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que dicho acido nucleico de PSA hibrida con la calicreina humana 2.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dichos primeros y segundos pares de
cebadores son especificos del ARNm de PCAS y secuencias de ARNm especificas de prostata, respectivamente.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho ensayo de amplificacion de ARN
se selecciona del grupo que consiste en:

(a) amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA);
(b) reaccién en cadena de la polimerasa (PCR);

(c) ensayo de amplificacién mediada por transcripcion (TMA); y

(d) reaccién en cadena de la ligasa.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha amplificacion de PCAS y dicho
segundo acido nucleico especifico de prostata se realiza de forma simultanea.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicha amplificacién de PCA3 se lleva
a cabo usando un par de cebadores compuesto por las SEC ID N2 3y 4.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicha deteccion de PCA3 se lleva a
cabo usando una baliza molecular.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que dicha baliza tiene la secuencia expuesta en la SEC ID N2 6.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, en el que dicha amplificacion de PSA se lleva
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a cabo usando un par de cebadores compuesto por las SECID N2 1y 2.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en el que dicha deteccién de PSA se lleva a
cabo usando una baliza molecular de PSA.

15. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que dicha baliza de PSA tiene la secuencia expuesta en la SEC ID
Ne 5.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, en el que dicha amplificaciéon simultanea se
lleva a cabo en un contenedor.

17. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en el que dicha deteccién de PSA se lleva a
cabo usando un marcador quimioluminiscente en un procedimiento de deteccién homogéneo.

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que dicho material quimioluminiscente es éster de acridinio.

19. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que dicho ARN se extrae de dicha al
menos una célula de prostata.

20. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que dicho ARN se extrae usando:
(a) un procedimiento de purificacion a base de silice; o
(b) un procedimiento de captura objetivo.

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que dicha muestra de orina es una
muestra de orina miccionada de un paciente que tiene un mayor nimero de células de prostata en la misma.

22. El uso de un kit para evaluar la presencia de cancer de préstata en un paciente o evaluar el riesgo de dicho
paciente de desarrollar dicho céncer analizando una muestra de orina de dicho paciente, en el que dicho kit
comprende:

(a) un primer par de cebadores para amplificar un ARNm de PCAS3 especifico de cancer de préstata asociado con el
cancer de préstata de dicha muestra que comprende al menos una célula de préstata o extracto de acido nucleico
de la misma;

(b) un segundo par de cebadores para amplificar un segundo ARNm especifico de cancer de prostata; y

(c) reactivos que permiten una deteccién de dicho PCA3 y dichos segundos productos de amplificacién del acido
nucleico especifico de préstata cuando esta presente dicho PCAS y/o dicho ARNm especifico de prostata;

en el que dicho uso permite:

una correlacion de una deteccion de dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 o un nivel incrementado del mismo
en comparacion con la cantidad presente en las muestras control normales se correlaciona con un riesgo de
desarrollar cancer de préstata o una presencia de cancer de préstata en dicho paciente; y

una correlacién de una ausencia de deteccion de dicha secuencia de &acido nucleico de PCA3 o deteccion de un
menor nivel del mismo en comparacioén con la cantidad presente en las muestras control normales y la deteccién de
dicha segunda secuencia de acido nucleico especifica de prdstata, con una ausencia de cancer de préstata o un
menor riesgo de desarrollar el mismo.

23. El uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que dicho ARNm especifico de prostata se selecciona del grupo
que consiste en: ARNm de PSA, calicreina humana 2, PSMA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEM1.

24. Un procedimiento de amplificacion de ARN in vitro para determinar una predisposicion a desarrollar cancer de
préstata o una presencia de cancer de préstata en un paciente, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de acido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con un ARNm de PCAS3
especifico de cancer de prostata seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un polinucleétido de acuerdo con las SEC ID N2 9, 10 0 13.

(ii) una secuencia de polinucleétido que hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
polinucleétidos de (i); y
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(iii) una secuencia de polinucleétidos completamente complementaria a la de (i) o (ii);

(b) poner en contacto dicha muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de &cido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con un segundo ARNm
especifico de préstata;

(c) detectar en dicha muestra de orina la cantidad de dicho PCA3 y dichos segundos polinuclettidos especificos de
préstata; y

(d) comparar la cantidad de dicho polinucle6tido de PCA3 que hibrida con el oligonucleétido con un valor de corte
predeterminado, validando dicha deteccién de PCAS3 con dicha deteccion de dichos segundos polinucleétidos
especificos de préstata y de este modo, determinar la presencia o ausencia de cancer de prostata en la muestra de
orina o extracto de la misma.

25. El procedimiento de la reivindicacién 24, en el que dicho ARNm especifico de préstata se selecciona del grupo
que consiste en: ARNm de PSA, calicreina humana 2, PSMA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEM1 y un
ARNm de PCAS especifico de prdstata que no esta asociado con el cancer de prostata.

26. El uso de acuerdo con la reivindicacion 22 o 23, en el que:

(a) dicho ARNm de PCAS3 y dicho segundo ARNm especifico de prostata se amplifican de forma simultanea en el
mismo contenedor;

(b) la deteccion de dicho acido nucleico de PCA3 y dicho segundo &cido nucleico especifico de prdstata se realiza
en el mismo contenedor; o

(c) una combinacion de (a) y (b).

27. El uso de acuerdo con la reivindicacion 22, 23 o 26, en el que dicho kit comprende ademas un control interno
(Cl), asi como un cebador y/o una sonda y/o un reactivo para la amplificacion y/o hibridacién y/o deteccién de dicho
control interno.

28. El uso de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que dicho control interno (Cl) se selecciona del grupo que
consiste en:

(a) acido nucleico purificado;

(b) células;

(c) particulas virales que contienen acidos nucleicos objetivos; y
(d) organulos.

29. El uso de acuerdo con la reivindicacién 27 o 28, en el que la deteccion de dicho acido nucleico de control interno
(Cl) de dicho PCA3 y de dicho segundo acido nucleico especifico de prostata es diferente.

30. El procedimiento de la reivindicacién 24 o 25, en el que la cantidad de dicho polinucleétido de PCAS3 y de dicho
segundo polinucle6tido especifico de prostata se determina usando un ensayo seleccionado del grupo que consiste
en:

(a) un ensayo de amplificacion; y

(b) un ensayo de hibridacion.

31. El procedimiento de la reivindicacion 24, 25 o 30, en el que la cantidad de dicho polinucleétido de PCAS3 y de
dicho segundo polinucleétido especifico de préstata se determina usando un ensayo seleccionado del grupo que
consiste en:

(a) reaccién en cadena de la polimerasa (PCR);

(b) amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA);

(c) amplificacion mediada por transcripcion (TMA); y

(d) reaccién en cadena de la ligasa (LCR).
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32. Un procedimiento in vitro de monitorizar una variacion en el tiempo en el nivel de un ARNm de PCAS3 asociado
con cancer de préstata en un paciente, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de &cido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con dicho ARNm de PCA3
asociado con el cancer de prostata seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un polinucleétido de acuerdo con las SEC ID N2 9, 10 o0 13.

(i) una secuencia de polinucleétidos que hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
nucleétidos de (i); y

(iii) una secuencia de polinucleétidos completamente complementaria a la de (i) o (ii);

(b) poner en contacto dicha muestra de orina de dicho paciente que comprende al menos una célula de prostata o
extracto de acido nucleico de la misma con al menos un oligonucleétido que hibrida con un segundo ARNm
especifico de préstata;

(c) detectar en dicha muestra de orina las cantidades de dicho ARNm de PCAS3 y dicho segundo ARNm especifico
de prostata;

(d) repetir las etapas (a) y (b) usando una muestra de orina del paciente que comprende al menos una célula de
préstata o extracto de acido nucleico de la misma del paciente en un punto de tiempo posterior; y

(e) comparar la cantidad de dicho ARNm de PCAS detectado en la etapa (d) con la cantidad de ARNm de PCA3
detectado en la etapa (c) y de este modo monitorizar la variacion en el tiempo en el nivel de dicho ARNm de PCA3
asociado con el cancer de prostata en el paciente,

en el que una ausencia de deteccion de dicho ARNm de PCA3 se valida mediante la deteccion de dicho ARNm de
PCAS especifico de préstata en dicha muestra de orina.

33. El procedimiento de la reivindicacion 32, en el que dicho segundo ARNm especifico de prostata se selecciona
del grupo que consiste en:

(a) ARNm de PSA, calicreina humana 2, PSMA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida y PCGEM1 y un ARNm de
PCAS especifico de préstata que no esta asociado con el cancer de prostata; y

(b) un ARNm de PSA que también es hibridable con otros miembros de la familia de la calicreina.

34. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, 24, 25 y 30 a 33, en el que la muestra de
orina o extracto de la misma esta enriquecida con un control interno (CI) seleccionado del grupo que consiste en:

(a) acido nucleico purificado;

(b) células;

(c) particulas virales que contienen &cidos nucleicos objetivos; y

(d) organulos.

35. El uso de un kit de diagnéstico para la deteccién de cancer de préstata en un paciente o para evaluar el riesgo
de dicho paciente de desarrollar dicho cancer analizando una muestra de orina de dicho paciente, en el que dicho kit
de diagnoéstico comprende:

(a) al menos un contenedor que tiene dispuesto en el mismo al menos una sonda oligonucleotidica o cebador que
hibrida con un ARNm de PCA3 especifico de cancer de préstata de dicha muestra seleccionado del grupo que
consiste en:

(i) una secuencia de polinucle6tidos de PCAS de acuerdo con las SEC ID N2 9, 10 0 13;

(i) una secuencia de polinucleétidos que es completamente complementaria a la de (i); y

(iii) una secuencia de polinucleétidos que hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con (i) o (ii);

(b) al menos una sonda oligonucleotidica o cebador que hibrida con un segundo ARNm especifico de préstata o
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complementario del mismo de dicha muestra; y

(c) reactivos que permiten una deteccioén de dicho ARNm de PCAS y de dicho segundo ARNm especifico de prdstata
cuando esta presente dicho ARNm de PCAS y/o dicho ARNm especifico de préstata;

en el que una ausencia de deteccién de dicho ARNm de PCA3 o deteccion de un menor nivel del mismo en
comparacioén con la cantidad presente en las muestras control normales y una presencia de dicho segundo ARNm
especifico de préstata valida una ausencia de cancer de prdstata o un menor riesgo de desarrollar el mismo en dicho
paciente.

36. El uso de acuerdo con la reivindicacion 35, en el que dicho reactivo de deteccién comprende un grupo indicador
0 marcador seleccionado del grupo que consiste en:

(a) radioisétopos;

(b) enzimas;

(c) grupos fluorescentes;

(d) biotina;

(e) grupos quimioluminiscentes; y
(f) particulas de pigmento.

37. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que dicha muestra de orina que tiene un niumero incrementado de
células de prostata es una muestra de orina de un tacto rectal.

38. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que dicha muestra de orina contiene esperma.
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