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DESCRIPCION

Razones de ARNm en sedimentos urinarios y/u orina como marcador prondstico y/o tratanoéstico del cancer de
prostata.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, al cancer de prostata. Mas especificamente, la presente invencién se
refiere no sélo a un método para detectar el cancer de préstata sino también para pronosticarlo y determinar el
estadio del mismo. La presente invencién se refiere a la estadificacion y el prondstico del cancer de préstata
mediante la determinacién en una muestra de un paciente de la razén entre los ARNm expresados en sedimentos
urinarios de pacientes. La invencién se refiere adicionalmente al uso de las razones entre los ARNm prostaticos
como un marcador tratandéstico del cancer de préstata. También se describen kits que contienen cebadores de
acido nucleico y kits que contienen cebadores de acido nucleico y sondas de acido nucleico para diagnosticar,
estadificar y pronosticar el cancer de prostata en una muestra de humano afectado con cancer de prostata.

Antecedentes de lainvencién

A lo largo de la ultima década, el cancer de préstata se ha vuelto el cdncer diagnosticado con mayor frecuencia entre
los varones y la segunda causa principal de muerte masculina por cancer, en la poblacion occidental, después del
cancer de pulmén (Landis y col., 1998, CA Cancer J. Clin. 48(1):6-29). De todos los canceres, la incidencia del
cancer de prostata se incrementa mucho mas rapido con la edad. Como la longevidad se esta incrementando entre
la poblacion occidental, contintia habiendo un aumento correspondiente en el nimero de canceres de prostata, con
un aumento esperado del 60%, solamente en esta década. La mortalidad se ha incrementado con una tasa mas
lenta, pero globalmente se ha duplicado en los ultimos 50 afios. Aunque la enfermedad se diagnostica tipicamente
en hombres con una edad superior a 65, su impacto sigue siendo significativo porque la esperanza de vida media de
un hombre que muere por cancer de préstata, se reduce en 9-10 afios. Si se ha descubierto, el cancer de préstata
temprano se puede curar ahora quirdrgicamente en aproximadamente el 90% de los casos. Sin embargo, la
enfermedad es lentamente fatal una vez que el tumor se expande fuera del area de la glandula y forma metéastasis
distantes. La deteccion precoz y la estadificacion correcta tienen, por tanto, una gran importancia para la correcta
eleccion de la terapia y deben mejorar la tasa de éxito de los tratamientos y reducir el indice de mortalidad asociado
con el cancer de prostata.

A pesar de numerosos avances en estos Uultimos afios, la precision con la que se puede determinar el estadio de una
persona que padece cancer de préstata, sigue siendo mejorable. La razén principal de ello es la falta de ensayos
moleculares muy especificos y sensibles para determinar de forma adecuada el estadio y el hecho de que el tumor
se expanda mas alla de la préstata es generalmente microscopico mas que macroscopico y, por lo tanto, dificil
detectar. La exploracion rectal digital de la préstata ha sido la piedra angular para determinar el estadio local del
cancer de prostata durante muchas décadas, pero a menudo se subestima la extension de la enfermedad. Los
ultrasonidos transrectales, por si mismos, soélo tienen un valor limitado como medio para determinar el estadio del
cancer de prostata. La tomografia por ordenador y la formacion de imagenes por resonancia magnética no han sido
generalmente satisfactorias para determinar el estadio del cancer de préstata (Kirby, 1997, “Prostate Cancer and
Prostatic Diseases” 1:2-10). Unas aproximaciones recientes y prometedoras para determinar el estadio del cancer
de préstata implican el uso de tecnologias bioquimicas y moleculares, centradas en marcadores proteicos o en sus
acidos nucleicos correspondientes que se expresan preferentemente en las células de la préstata (Lange, 1997, en
“Principles and Practice of Genitourinary Oncology” compiladores Lippincott-Raven, Ch. 41:417-425).

Los marcadores tumorales se encuentran frecuentemente en una muestra biolégica de pacientes con cancer en
concentraciones elevadas comparados con los de personas sanas. Estos marcadores son frecuentemente proteinas
o0 acidos nucleicos que codifican tales proteinas. Los marcadores tumorales también pueden ser moléculas de &cido
nucleico no codificantes. A veces tienen el potencial de ser Utiles para determinar el estadio, vigilar y realizar un
seguimiento de los pacientes con tumor.

El cambio de nivel del marcador tumoral, asi como su valor comparado con una persona sana promedio, tiene el
potencial de ser utilizado para monitorizar el tratamiento del cancer. Una subida persistente o un valor superior a un
umbral definido, puede ser indicativo de un céncer recurrente o de un estadio concreto del cancer. En algunos
casos, los marcadores tumorales también se pueden utilizar para detectar las personas sospechosas de tener
cancer, estando frecuentemente dichos marcadores tumorales en un ndmero elevado antes de la aparicion de
cualquier prueba clinica de la enfermedad.

La identificacion de los marcadores o de los antigenos tumorales asociados con el cancer de préstata, ha estimulado
un interés considerable debido a su uso en la deteccion, el diagndstico, el prondstico, la gestion clinica y el
tratamiento potencial del cancer de préstata. De hecho, pacientes con la enfermedad confinada localmente, se
pueden curar frecuentemente mediante prostatectomia radical o terapia de radiacion, pero para pacientes con una
enfermedad extendida de forma distante, no hay un tratamiento curativo disponible. Esto acentta la necesidad de
nuevas dianas terapéuticas especificas para la prostata (cancer). Se han descrito distintos genes que se expresan
especificamente en la prostata, p. ej., PSA (Sokoll y col., 1997, “Prostate-specific antigen. Its discovery and
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biochemical characteristics”. Urol. Clin. North. Am. 24:253-259), el antigeno de la membrana especifico de la
prostata (PSM: Fair y col., 1997, “Prostatete-specific membrane antigen”. Prostate 32:140-148), el antigeno de
células pluripotenciales de la prostata (Reiter y col.,, 1998. “Prostate stem cell antigen: a cell surface marker
overexpressed in prostate cancer”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1735-1740), TMPRSS2 (Lin y col., 1999. “Prostate-
localized and androgen-regulated expression of the membrane-bound serine protease TMPRSS2”. Cancer Res.
59:4180-4184), PDEF (Oettgen y col., 2000. “PDEF, a novel prostate epithelium-specific ets transcription factor,
interacts with the androgen receptor and activates prostate-specific antigen gene expression”. J. Biol. Chem.
275:1216-1225), el gen-1 especifico de la préstata (Herness, 2003. “A novel human prostate-specific gene-1 (HPG-
1): molecular cloning, sequencing, and its potencial involvement in prostate carcinogenesis”. Cancer Res. 63:329-
336), e incluso algunos ARN no codificantes (ARNNc), tales como PCA3 (Bussemakers y col., 1999. “DD3: a new
prostate-specific gene, highly overexpressed in prostate cancer” [Cancer Res. 59:5975-5979], documentos de
patentes W098/045420, W001/0235, W02004/070056, W0O2005/003387), PCGEM1 (Srikantan y col., 2000.
“PCGEMA1, a prostate-specific gene, is overexpressed in prostate cancer”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:12216-
12221) y la agrupacion de los genes P704P, P712P y P775P (Stolk y col. 2004. P704P, P712P y P775P: “A genomic
cluster of prostate-specific genes”. Prostate 60:214-226). Solamente una fraccion de estos genes se ha asociado con
el prondstico, la progresion y/o la capacidad metastasica del cancer de prostata y con potencial para ser dianas
terapéuticas valiosas. Los marcadores tumorales de la prostata mas conocidos, utilizados para la vigilancia, el
seguimiento, la supervision y la eleccion del tratamiento contra el cancer de préstata son el PSA (antigeno especifico
de la préstata) y el antigeno PSM (de membrana especifico de la prostata).

PSA es una proteasa de serina codificada por el gen PSA situado en el cromosoma 19. Esta glicoproteina se
expresa bajo control andrégeno en las células epiteliales glandulares de la préstata y es secretada en el plasma
seminal para licuarla. La proteina PSA esta confinada normalmente en la prostata, pero en el caso de enfermedad
prostatica, tal como cancer o BPH (hiperplasia benigna de la prostata), la PSA se filtra a la sangre en donde esta
presente en diferentes formas, incluyendo una forma que esta unida a complejos proteicos y una forma no unida a
los mismos (EL-Shirbiny, 1994, Adv. Clin. Chem. 31:99). La medicién de las concentraciones totales en suero de
PSA es uno de los ensayos bioquimicos empleados mas frecuentemente y aprobados por la FDA, para la deteccion
y el tratamiento de pacientes con cancer de prostata. Los estudios realizados hasta la fecha han sugerido que la
deteccién con PSA, conjuntamente con examenes rectales digitales y ultrasonidos transrectales, aumentan la
deteccién de cénceres de prdstata tempranos, a menudo porque todavia estan localizados en la glandula misma
(Brawer y col., 1992, J. Urol. 147:841). El PSA sérico es también util para el control de pacientes después de la
terapia, especialmente después de prostatectomia quirdrgica. Sin embargo, las mediciones de PSA total también
identifican una gran cantidad de pacientes con niveles anormalmente elevados, en los que posteriormente se
observa que no tienen cancer de prostata. Recientemente, el concepto de medir el porcentaje de la razén entre PSA
libre/total, ha mostrado que incrementa la especificidad de la deteccion del cancer de prostata en hombres con un
PSA entre 4y 10 ng/ml (Letran y col., 1998, J. Urol. 160:426).

El gen de PSM codifica una glicoproteina transmembranal expresada por las células epiteliales de préstata normal,
de hiperplasia benigna de la préstata y, en un mayor grado, de tejido prostatico canceroso. Bajos niveles de PSM
también se detectan en algunos tejidos distintos (Israeli y col., 1994, Cancer Res. 54:1807). PSA y PSM también han
sido dianas para las vias de aproximacion molecular al cancer de préstata usando RT-PCR (transcripcion inversa -
reaccion en cadena de la polimerasa). Los analisis con RT-PCR de sangre, ganglios linfaticos y médula ésea de
pacientes con cancer de préstata, empleando PSA y PSM, han mostrado la extrema sensibilidad de esta via. Sin
embargo, son necesarias otras investigaciones para establecer la utilidad de PSM como un marcador del cancer de
prostata.

Un marcador nuevo del cancer de préstata, PCA3, fue descubierto hace algunos afios mediante andlisis de la
expresion diferencial de genes, destinado a destacar los genes asociados con el desarrollo del cancer de prdstata
(documento de solicitud de patente PCT nimero PCT/CA98/00346 y numero de solicitud PCT/CA00/01154). PCA3
se sitla en el cromosoma 9 y esta compuesto por cuatro exones. Codifica por lo menos cuatro transcritos diferentes
que se generan mediante corte y empalme alternativos y poliadenilacion. Mediante el analisis con RT-PCR, se
observo que la expresion de PCA3 estaba limitada a la préstata y estaba ausente en todos los demas tejidos,
incluyendo los testiculos, el ovario, la mama y la vejiga. El analisis con transferencia de tipo Northern mostraba que
PCA3 se expresa de forma elevada en la gran mayoria de los canceres de préstata examinados (47 de 50), mientras
gue no se detectaba la expresion o ésta era muy baja, en la hiperplasia benigna de la préstata o en células normales
de la préstata de los mismos pacientes. Una busqueda de la proteina codificada por el ORF putativo de PCA3,
todavia no ha tenido éxito. Ademas, basandose en el andlisis de la secuencia y en experimentos de traduccion in
vitro, no se ha encontrado un producto proteico para PCA3, por lo tanto se refuerza la opinion de que PCA3 es un
ARN no codificante (ARNNc). Asi, aunque, sigue siendo posible que un polipéptido sea codificado por PCA3 (y
degradado, procesado, etc., rapidamente), parece muy probable que PCA3 es un ARNnNc.

PCA3 seria asi el primer ARN no codificante descrito en relacién con el cancer de préstata. Una cosa que se ha
demostrado claramente, sin embargo, es que PCA3 es el gen mas especifico del cancer de préstata identificado
hasta la fecha. PCA3 se corta y se empalma alternativamente, se poliadenila y se hiperexpresa de 50-500 veces
mas en el 95% de los tejidos de cancer de prostata y de metastasis de cancer de préstata, en comparacion con
tejidos normales de la préstata (de Kok y col., 2002. “PCA3, a very sensitive and specific marker to detect prostate
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tumors”. Cancer Res. 62:2695-2698; Hessels y col., 2003. “PCA3-based molecular urine analysis for the diagnosis of
prostate cancer”. Eur. Urol. 44:8-16). No se detecta una expresion en otros tejidos normales o cancerigenos. Se ha
descrito un método para detectar la expresién del ARNm de PCA3 y de PSA como marcador de las células
prostéaticas en la orina (Tinzl y col., 2004, Eur Urol. 46(2):182-186).

El gen PCA3 esta compuesto por 4 exones (el-e4) y por 3 intrones (il-i3). Aunque PCA3 parece que esta
reconocido como el mejor marcador del cancer de préstata identificado jamas, esta especificidad se ha refutado en
la bibliografia. Por ejemplo, Gandini y col., (Cancer Res. 2003; 63(15):4747) reivindican que la expresion especifica
de la préstata de PCA3 esta restringida a la del exdén 4 del gen PCA3. Sin embargo, los solicitantes han mostrado en
una solicitud de patente reciente que esto no es el caso (documento WO05/003387). Hay una hiperexpresion de
PCA3 que es por lo veces 20 veces mayor en carcinomas prostaticos, en comparacién con tejidos normales o de
BPH. Aunque la expresion de PCA3 parece que se incrementa con el grado del tumor y se detecta en lesiones
metastasicas, una correlacion verdadera entre la expresién de PCA3 y el grado del tumor no se ha establecido
nunca.

En la investigacion del cancer, ahora se acepta sin problemas que la agresividad del cancer esta relacionada con el
grado de invasion de la célula cancerosa. Cientos de articulos lo han demostrado. Aun mas, los mecanismos
moleculares asociados con la invasion y la metastasis cada vez se van entendiendo mejor. Sin embargo, estos
hallazgos parecian restringidos a la deteccion de células cancerosas que circulaban en la sangre. La hipétesis de
trabajo era que las células cancerosas invasivas migrarian con la corriente sanguinea y que de este modo, el
namero de células cancerosas en la circulacion seria proporcional al grado de invasion de un cancer. Mientras que
este concepto gandé mucha atencion hace méas de cinco afios, la validacién experimental todavia no se ha
conseguido. Asi, el concepto de medir las células cancerosas en un fluido corporal, tal como sangre en particular,
todavia se esta debatiendo con vehemencia.

Con la introduccién de tecnologias de amplificacién altamente sensibles, tales como la tecnologia de la PCR con la
gue se puede conseguir, en algunos estados, una deteccién tan pequefia como la de una sola célula tumoral en un
fondo de células predominantemente normales, llegé a ser factible mejorar el diagndstico del cancer en muestras de
sangre. Se supone que los transcritos de células epiteliales no se encuentran normalmente en la circulacion
sanguinea. Por lo tanto, la deteccion de estos transcritos en el suero o en el plasma podia indicar la presencia de
células diseminadas del cancer de préstata. En los ultimos 12 afios se han escrito numerosos articulos sobre la
deteccién que se basa en la RT-PCR de células de cancer de prostata diseminadas empleando el ARNm de PSA
como diana. Sin embargo, se han observado diferencias notables en la sensibilidad de los ensayos basados en la
RT-PCR, puesto que estos ensayos eran cualitativos, no estaban normalizados y eran dificiles de reproducir en
diferentes laboratorios (Foster y col., 2004, Oncogene, 23, 5871-5879). Para mejorar la sensibilidad de estos
ensayos, los investigadores emplearon PCR anidada. Desafortunadamente, esto condujo a la amplificacion de falsos
transcritos (Smith y col., 1995, “Prostate-specific antigen messenger RNA is expressed in non-prostate cells:
implications for detection of micrometastases” [Cancer Res. 55: 2640-2644)]. Estos transcritos detectados fueron
producidos y secretados en bajas cantidades por cualquier célula normal en el cuerpo, tal como las células
sanguineas o las células epiteliales normales. Consecuentemente, los transcritos de ARNm de PSA se encontraron
en el suero de mujeres y de testigos sanos (Henke y col., 1997, “Increased analytical sensitivity of RT-PCR of PSA
mMRNA decreases diagnostic specificity of detection of prostatic cells in blood” [Int. J. Cancer. 70:52-56]). Como tales,
estos métodos basados en RT-PCR tenian un valor limitado. Los nuevos ensayos sensibles, cuantitativos y mas
reproducibles que empleaban patrones internos exégenos para la deteccion de los transcritos de ARNm de PSA y
hK2 superaron este problema (Ylikoski y col., 2002, “Simultaneous quantification of prostate-specific antigen and
human glandular kallikrein 2 mRNA in blood samples from patients with prostate cancer and benign disease” [Clin.
Chem. 48:1265-1270]). Sin embargo, se presentd otro problema al usar transcritos organoespecificos a diferencia de
los transcritos especificos del cancer, tales como ARNm de PSA y ARNm de hK2. De hecho, los transcritos del
ARNmM de PSA se detectaron en el suero o en el plasma de hombres con y sin cancer de prostata, después de
biopsias de la préstata, lo que conducia a una sefial falsa positiva de la presencia de una célula cancerosa
diseminada (Moreno y col., 1997, “Transrectal ultrasound-guided biopsy cuases hematogenous dissemination of
prostate cells as determined by RT-PCR” [Urology 49:515-520] y Polascik y col., 1999, “Influence of sextant prostate
needle biopsy or surgery on the detection and harvest of intact circulating prostate cancer cells” [J. Urol. 162:749-
752]). Por tanto, sigue existiendo una necesidad de identificar genes especificos del cancer de préstata que sean
auténticos y se hiperexpresen de forma elevada que podrian ser utilizados en un ensayo cuantitativo basado en la
amplificacién.

El primer indicio de la aparicidon de células cancerosas en el conducto (y por tanto en un fluido glandular) fue
proporcionado por Hessels y col., 2003 (Eur. Urol. 44: 8-16). Todavia esta sin demostrar si el aumento relativo del
numero de células cancerosas en un érgano esta correlacionado con su capacidad invasora. También existe una
necesidad de mostrar si el aumento de células cancerosas en un fluido glandular se correlacionaria con el aumento
de la capacidad invasora de células cancerosas en esa glandula (p. €j., la préstata). También esta sin determinar si
tal capacidad invasora estaria reflejada en la sangre, la orina u otro liquido corporal. De hecho, aunque la hipotesis
de que un aumento de las células cancerosas en la sangre (cuando se originan a partir de liquidos glandulares) se
correlaciona con el grado del cancer ya se ha propuesto hace bastante tiempo, la validacién clinica de esa hip6tesis
todavia no se ha proporcionado.
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Debido al hecho de que el cancer de préstata permanece siendo una enfermedad que amenaza la vida, que alcanza
una porcion significativa de la poblaciéon masculina, sigue habiendo una necesidad de un diagnéstico, un prondstico
y/o un tratandstico eficaces y rapidos. El desarrollo de ensayos moleculares para determinar el estadio de forma
adecuada que posibilite, entre otras cosas, la seleccion de una terapia apropiada debe mejorar la tasa de
supervivencia. Sin embargo, a pesar de numerosos avances en estos Ultimos afios, la precisiéon con la que se puede
determinar el estadio de una persona que padece cancer de prostata no es 6ptima. Uno de los inconvenientes de
usar PSA o PSM para determinar el estadio del cancer de prostata es que estos marcadores se expresan en células
normales y en cancerosas. Ademas, los tumores mal diferenciados pueden escapar al diagnéstico puesto que
tienden a producir significativamente menos proteina PSA que los tumores menos agresivos. Este es el caso del
10% de los canceres de prostata.

Por ello, sigue habiendo una necesidad de proporcionar un ensayo mejor para la estadificacién y el pronéstico del
cancer de prostata. También sigue habiendo una necesidad de proporcionar un ensayo para el cancer de prostata
gue sea mas fiable y mas especifico para la deteccién, la estadificacion y los métodos de tratamiento del cancer de
prostata.

La presente invencion trata de satisfacer estas y otras necesidades.

La presente descripcion se refiere a un nimero de documentos cuyo contenido se incorpora en la presente memoria
mediante referencia en su totalidad.

Sumario de lainvencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la razon entre PCA3 y un segundo marcador especifico
de la préstata, ambos expresados en una muestra de orina, no solo establece la presencia, la ausencia o la
predisposicion al cdncer de prostata, sino que también determina de forma sorprendente, especifica y sensible la
capacidad agresiva del cancer de préstata y las consecuencias de la enfermedad.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a un procedimiento para pronosticar el cancer de prdstata en una
muestra de orina de un paciente, que comprende:

(a) valorar la cantidad de un ARNm de PCA3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de un marcador
especifico de préstata en dicha muestra de orina;

(b) determinar un valor de la razén de dicha cantidad de dicho ARNm de PCA3 especifico de cancer de
prostata en funcién de dicha cantidad del marcador especifico de préstata; y

(c) comparar dicho valor de la razén con al menos un valor umbral predeterminado,

en donde dicho valor de la razén por encima de dicho valor umbral predeterminado es indicativo de un cancer de
prostata mas agresivo en comparacion con un valor de la razén por debajo de dicho valor umbral predeterminado.

Ademas, se descubri6 inesperadamente que el valor de la razén entre PCA3 y un segundo marcador especifico de
prostata (p. ej., PSA) podria estar correlacionado con el volumen del tumor. Puesto que el pronéstico de un paciente
individual con carcinoma de préstata esta fuertemente correlacionado con el volumen del tumor, los ensayos
moleculares de la presente invencion estan validados adicionalmente como herramientas para el pronéstico y
muestran su precision en el pronéstico de la enfermedad. Por tanto, los médicos pueden tomar decisiones mas
capacitadas. Por ejemplo, el régimen de tratamiento especifico se puede adaptar a cada paciente para tratar de
forma mas eficaz el cancer de préstata, basandose en el valor de la razén que se determina. En una realizacion
particular, este segundo marcador especifico de la prostata es PSA.

Por ello, la presente invencion da a conocer por primera vez un estudio de casos y testigos que muestra
directamente la asociacion entre la razén de la expresion entre PCA3/PSA en una muestra, el volumen del tumor y la
agresividad del cancer de prostata. Mas particularmente, la presente invencidon se refiere a la determinacion
cuantitativa de la razon de la expresién entre los ARNm de PCA3/PSA en una muestra de orina como marcador para
la estadificacion y la agresividad del cancer de préstata.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un método para el diagnéstico y/o el pronéstico del cancer de
préstata en una persona, que comprende: (a) determinar el valor de la razon entre los ARNm de PCA3/PSA
expresados en una muestra; y (b) correlacionar la razén con la presencia o la ausencia de cancer de prostata, asi
como la agresividad y el riesgo de mortalidad del cancer de préstata.

En esta memoria, los términos “diagnéstico” (sustantivo), “diagnéstico” (adjetivo), “diagnosticar” y similares, tal y
como son bien conocidos en la técnica, se refieren a una identificacion del cancer de prostata o a una predisposicién
a desarrollar cancer de prostata, basandose en la deteccion de por lo menos una macromolécula (p. €., PCA3,
PSA). Los términos “prognosis”, “prondstico”, “pronosticar” y similares, tal y como son bien conocidos en la técnica,
se refieren a la capacidad de predecir, pronosticar o correlacionar una deteccién o una medicidon dada con las

consecuencias futuras del cancer de préstata del paciente (p. €j., estado canceroso, probabilidad de curar el cancer
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de préstata, supervivencia y similares). De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, una medicion de la
razén entre PCA3/PSA es un diagnéstico o una determinacion del grado del tumor y/o del volumen del tumor. Por lo
tanto, basandose en los conocimientos clinicos del grado del tumor y/o del volumen del tumor, esta razén posibilita
un pronostico de la enfermedad (p. €j., la tasa de supervivencia). En otra realizacién, una determinacion de la razén
a lo largo del tiempo posibilita predecir las consecuencias para el paciente (p. €j., aumento o disminucién del estado
cancerigeno, aumento o disminucién del grado de un tumor prostatico, probabilidad de curacion del cancer de
préstata, supervivencia y similares).

Por razén de testigo normal se entiende una razén medida entre la expresién génica detectada en una persona
normal y sana, 0 en una poblacién de personas que no padecen cancer de préstata. Una persona normal es una sin
sintomas clinicos de cancer de préstata. Un aumento en la razén entre PCA3/PSA se corresponde con un aumento
en la cantidad de ARNm de PCAS3 detectado en funciéon de la cantidad de PSA detectado, y se correlaciona
positivamente con el estado cancerigeno, el grado del tumor y el volumen del tumor, y se correlaciona
negativamente con la tasa de supervivencia. En cambio, una disminucion de la razén entre PCA3/PSA se
corresponde con una disminucién de la cantidad de ARNm de PCA3 detectado en funcion de la cantidad de PSA
detectado y se correlaciona con una disminucién del estado cancerigeno, del grado del tumor o del volumen del
tumor, y se correlaciona con un aumento de la tasa de supervivencia.

La presente invencion también se refiere a métodos de tratandstico, es decir, con el uso del ensayo molecular de la
presente invencion para diagnosticar la enfermedad, elegir o adaptar el régimen de tratamiento mas adecuado o
correcto y/o vigilar la respuesta del paciente al tratamiento.

Asi, la presente invencién también se refiere a un método para detectar, y para determinar mas especificamente el
estadio de un céncer de prostata en una muestra procedente de una persona, a fin de elegir el tratamiento
apropiado.

Los métodos de la invencion se pueden realizar in vitro, ex vivo o in vivo. Sin embargo, un método mas preferido es
un método realizado sobre muestras bioldgicas, particularmente sobre muestras de orina, resecciones del tejido de
la prostata, biopsias del tejido de la préstata, semen o sobre lavados vesicales.

En una realizacion, la presente invencion caracteriza un método para determinar el prondstico del cancer de préstata
en una persona, que comprende: (a) determinar el valor de la razén entre PCA3/segundos ARNm especificos de
préstata expresados en una muestra: y (b) correlacionar dicha razén entre PCA3/segundos ARNm especificos de
préstata con la presencia o la ausencia de cancer de prostata, asi como la agresividad o el riesgo de mortalidad del
cancer de prostata. En una realizacion particular, el segundo ARNm especifico de la prostata es ARNm de PSAy la
muestra de orina se obtiene después de una exploracion rectal digital (DRE).

En una realizacion particular, la presente invencion se ocupa de un método para pronosticar el cancer de préstata en
una muestra bioldgica de un paciente, que comprende: (a) valorar la cantidad de ARNm de PCAS3 especifico del
cancer de prostata y la cantidad de PSA en la muestra biologica; (b) determinar un valor de la razén entre la
cantidad de ARNm de PCAS3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de PSA y (c) comparar el valor de la
razon con al menos un valor umbral predeterminado, en donde un valor de la razén superior al valor umbral
predeterminado es indicativo de mayor riesgo de mortalidad por cancer de prdstata en comparacion con un valor de
la razén inferior al valor umbral predeterminado.

En otra realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para pronosticar cancer de prostata en
una muestra bioldgica, que comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica con al menos un
oligonucledtido que se hibrida con un ARNm de PCAS3 especifico de cancer de prostata; (b) poner en contacto la
muestra bioldgica con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un ARNm de PSA,; (c) determinar la cantidad
de ARNm de PCAS3 y la cantidad de ARNm de PSA presentes en la muestra bioldgica; (d) determinar un valor de la
razén entre la cantidad de ARNm de PCA3 en funcion de la cantidad de ARNm de PSA; y (e) comparar el valor de la
razén entre la cantidad de ARNm de PCA3 y la cantidad de ARNm de PSA con al menos un valor umbral
predeterminado, en donde un valor de la razén superior al valor umbral predeterminado es indicativo de la presencia
de un cancer de prostata mas agresivo en comparacion con un valor de la razén inferior al valor umbral
predeterminado que es indicativo de la presencia de un cancer de prdstata menos agresivo.

En otra realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para determinar el volumen tumoral del
cancer de prostata en una muestra de orina, que comprende: (a) valorar la cantidad de &acido nucleico de PCA3
especifico del cancer de prostata y la cantidad de PSA en una muestra; (b) determinar un valor de la razén entre la
cantidad de acido nucleico de PCA3 especifico del cancer de prostata y la cantidad de PSA; y (c) comparar el valor
de la razdn con al menos un valor umbral predeterminado, en donde un valor de la razén superior al valor umbral
predeterminado es indicativo de un mayor volumen tumoral del cancer de préstata en comparacion con un valor de
la razon inferior al valor umbral predeterminado.

También se describe un método para monitorizar el crecimiento tumoral del cancer de préstata en una muestra
biologica de un paciente, que comprende: (a) valorar la cantidad de un acido nucleico de PCA3 especifico de cancer
de prostata y la cantidad de PSA en la muestra bioldégica en un primer punto temporal; (b) determinar un valor de la

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2546 193 T3

razén entre la cantidad de acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de PSA, (c) repetir
las etapas (a) y (b) con una muestra bioldgica procedente del paciente en un punto temporal posterior; y (d)
comparar el valor de la razén obtenido en la etapa (b) con el valor de la razén obtenido en la etapa (c), en donde un
valor de la razén superior en la etapa (c) en comparacion con el valor de la razén obtenido en la etapa (b) es
indicativo de la progresién del cancer de prostata y de un mayor volumen tumoral.

También se describe un método para monitorizar la progresion del cancer de préstata en una muestra bioldgica, que
comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un
acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata; (b) poner en contacto la muestra biolégica con al menos
un oligonucleétido que se hibrida con un acido nucleico de PSA; (c) determinar la cantidad de &cido nucleico de
PCA3 y la cantidad de acido nucleico de PSA presentes en la muestra biologica; (d) determinar un valor de la razon
entre la cantidad de acido nucleico de PCA3 y la cantidad de acido nucleico de PSA; (e) repetir las etapas (a) a (d)
en un punto temporal posterior; y (f) comparar el valor de la razén obtenido en la etapa (d) con el valor de la razén
obtenido en la etapa (e), en donde un valor de la razén superior en la etapa (e€) en comparacion con el valor de la
razén obtenido en la etapa (d) es indicativo de la progresion del cancer de prostata.

También se describe un kit para diagnéstico y pronéstico del cdncer de préstata, que comprende por lo menos un
medio de recipiente que tiene dispensado en el mismo (a) al menos un oligonucleétido que se hibrida con un &cido
nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata, seleccionado entre el grupo consistente en (i) una secuencia de
acido nucleico descrita en la SEQ ID n.° 1, (ii) una secuencia de acido nucleico descrita en la SEQ ID n.° 2, (iii) una
secuencia de acido nucleico completamente complementaria a (i) o a (i), y (iv) una secuencia de acido nucleico que
se hibrida en condiciones muy rigurosas con la secuencia de &acido nucleico de (i), (i) o (iii); (b) al menos un
oligonucledtido que se hibrida con un &cido nucleico de PSA seleccionado entre el grupo consistente en (i) una
secuencia de &cido nucleico descrita en la SEQ ID n.° 38, (ii) una secuencia de acido nucleico completamente
complementaria a (i), (iii) una secuencia de &acido nucleico que se hibrida en condiciones muy rigurosas con la
secuencia de acido nucleico de (i) o (ii); y (c) instrucciones para determinar el diagndstico y el prondstico de cancer
de prostata, basadas en la deteccion de una razén particular entre el nivel de acido nucleico de PCA3 especifico de
cancer de prostata y el nivel de acido nucleico de PSA.

También se describe un método para determinar el riesgo de progresion del cancer de préstata después del
tratamiento, que comprende: (a) valorar la cantidad de &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y la
cantidad de PSA en una muestra antes del tratamiento; (b) determinar un valor de la razén entre la cantidad de &cido
nucleico de PCAS3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de PSA; (c) repetir las etapas (a) y (b) con una
muestra biolégica procedente del paciente después del tratamiento; y (d) comparar el valor de la razén obtenido
después del tratamiento con el valor de la razon obtenido antes del tratamiento, en donde un valor de la razén
superior en la muestra después del tratamiento en comparaciéon con el valor de la razén obtenido antes del
tratamiento es indicativo de la progresion del cancer de prostata.

Ademas, en una realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para determinar el estadio del
cancer de prostata en una muestra de orina de un paciente, que comprende: (a) valorar la cantidad de acido
nucleico de PCA3 especifico del cancer de prostata y la cantidad de PSA en la muestra bioldgica; (b) determinar un
valor de la razén entre la cantidad de &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de PSA;
(c) comparar el valor de la razén con al menos un valor umbral predeterminado; y (d) correlacionar un valor de la
razén con un estadio concreto del cancer de préstata, en donde un valor de la razon superior al valor umbral
predeterminado indica un estadio mas avanzado del cancer de préstata en comparacion con un valor de la razén
inferior al valor umbral predeterminado, con lo que se estadifica el cancer de préstata.

En otra realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para pronosticar el cancer de préstata en
un paciente humano, que comprende: (a) realizar un ensayo de amplificacion in vitro de acidos nucleicos sobre una
muestra de orina del paciente o sobre un extracto de la misma, empleando una primera pareja de cebadores que es
especifica de una secuencia de acido nucleico de PCAS3 especifico de cancer de prostata y una segunda pareja de
cebadores que es especifica de una secuencia de acido nucleico de PSA; (b) cuantificar la secuencia de &cido
nucleico de PCA3 y la secuencia de acido nucleico de PSA; y (c) calcular una razén normalizada entre PCA3 y PSA,
en donde la razon se puede correlacionar con un nivel de ARNm de PCA3 y un nivel de ARNm de PSA en el
paciente, en donde la raz6n normalizada entre PCA3 y PSA se correlaciona positivamente con un grado o un estadio
del cancer de proéstata.

También se describe un kit para pronosticar el cancer de préstata en un paciente, que comprende: (a) una primera
pareja de cebadores especifica para la amplificacion de un acido nucleico de PCA3 asociado al cancer de prdstata
presente en la muestra del paciente; (b) una segunda pareja de cebadores especifica para la amplificacion de un
acido nucleico de PSA,; (c) reactivos que hacen posible la deteccion cuantitativa de los productos de amplificacion
del acido nucleico de PCA3 y de PSA cuando el PCA3 y la segunda secuencia de acido nucleico especifico de la
prostata estan presentes; y (d) instrucciones para determinar el diagndstico y el pronostico del cancer de prostata
basandose en la deteccién de una razon especifica entre el nivel de acido nucleico de PCA3 especifico del cancer
de proéstata y el nivel de acido nucleico de PSA.

En todavia otra realizacion, se valoran los niveles séricos de la proteina PSA para hacer una preseleccion de los
7
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pacientes que necesitan adicionalmente un analisis de la razén PCA3/PSA. En una realizacién particular, para el
analisis adicional se emplea un valor umbral de 3 ng/ml del nivel de la proteina PSA sérica. Por supuesto, se pueden
utilizar otros valores umbrales de la proteina PSA sérica, dependiendo de los requisitos particulares del ensayo
(sensibilidad y especificidad de la diana). Ademas, los niveles séricos del ARNm de PSA podrian emplearse
alternativamente de acuerdo con la presente invencion para hacer la preseleccion de los pacientes que requieren un
andlisis de la razén PCAS3/PSA.

En una realizacion relacionada, la razén entre los ARNm de PCA3/PSA expresados en una muestra se determina
por deteccién de los ARN codificados por los genes de PCA3 y de PSA con un método de amplificaciéon. En otra
realizacién, el método de amplificacion del ARN esta acoplado a la detecciéon en tiempo real de los productos
amplificados mediante el uso de sondas especificas fluorescentes. En aln otra realizaciéon, el método de la
amplificacion es PCR o RT-PCR. En una realizacion adicional, la RT-PCR es una RT-PCR en tiempo real o un
método relacionado que posibilita la deteccion en tiempo real de los productos amplificados.

En otra realizacion, los ARN codificados por los genes de PCA3 y de PSA se detectan en un extracto de acido
nucleico por un método de amplificacion de ARN in vitro, denominado amplificacion basada en &cidos nucleicos
(NASBA). Por supuesto, se conocen otros métodos de amplificacion de ARN, y, por tanto, los métodos presentes de
la presente invencion y los kits descritos en esta memoria no estan limitados a la NASBA. Ejemplos no limitativos de
tales métodos de amplificaciéon de ARN incluyen la amplificacién mediada por transcriptasa (TMA), la amplificacion
por circulo rodante, la amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA) y la reaccién en cadena de la ligasa
(LCR).

En otra realizacion, los productos amplificados se detectan en una fase homogénea con una sonda fluorescente. En
una realizacién, se emplea la estrategia de balizas moleculares. En otra realizacion, los productos se detectan sobre
fase soélida con un método fluorescente o colorimétrico. Se ha de saber, por tanto, que se pueden utilizar numerosos
métodos fluorescentes, colorimétricos o enzimaticos de acuerdo con la presente invencion para detectar y/o
cuantificar los ARN. También se pueden utilizar en la presente invencién otros tipos de sondas y cebadores
marcados u otros tipos de métodos de deteccion (p. ej., ensayos de hibridacion, tales como transferencias de tipo
Northern, transferencias puntiformes o transferencias en ranuras, y sondas y cebadores radiomarcados).

La amplificacion y/o la deteccion de los ARN codificados por los genes de PCA3 y de PSA para determinar el nivel y
la razén de la expresion de estos ARN en una muestra se puede realizar simultdneamente o por separado. La
muestra bioldgica se puede seleccionar del grupo consistente en reseccion de tejido de la préstata, biopsias de
tejido de la préstata, semen y lavados vesicales. La muestra de orina obtenida después de una exploracién rectal
digital (DRE) es particularmente Gtil. Por supuesto, se ha de saber que los métodos y kits presentes también se
podrian utilizar sobre una muestra de orina obtenida sin DRE, o en otros tipos de muestras, tales como esperma u
orina mezclada con esperma (p. €j., primera muestra de orina después de una eyaculacion), con la condicion de que
el método de amplificacion y/o el método de deteccion sea suficientemente sensible para detectar los marcadores
deseados (PCA3 y el segundo marcador). Los experimentos mostraban que los métodos de la presente invencion y
los kits descritos en esta memoria también se podrian realizar con estos tipos de muestras.

En una realizacion, los ARN codificados por los genes de PCA3 y de PSA se amplificaron a partir de una célula que
estaba en una muestra de orina de miccion procedente de una persona.

En una realizacion, se recogen las células de la muestra de orina y se realiza una extraccion de los acidos nucleicos
totales. En una realizacién particular, la extraccion de los acidos nucleicos totales se realiza con un método de
banda en fase s6lida sobre perlas de silice, tal y como describen Boom y col., 1990 (J. Clin. Microbiol. 28:495-503).
En otra realizacion, se purifican los acidos nucleicos con otro método de captura con diana (véase mas abajo). Por
supuesto, se ha de saber que existen numerosos métodos de extraccion y de purificacion de acidos nucleicos y que,
por ello, se podrian utilizar otros métodos de acuerdo con la presente invencién. Ejemplos no limitativos incluyen un
método de extraccion con fenol/cloroformo y un método de purificacion con captura de la diana (véase més abajo).
Otros métodos similares se describen en los libros de texto a los que se hace referencia en esta memoria. También
se debe reconocer que numerosos medios para estabilizar o para proteger las células de la prdstata contenidas en
la muestra de orina 0 en otra muestra, asi como para estabilizar o proteger el ARN presente en estas células, son
bien conocidos en la técnica.

En otra realizacion, los métodos de la presente invencion se realizan con una muestra bruta, sin purificar o
semipurificada.

Aunque se prefiere la determinacion de una razéon entre PCA3/segundo marcador especifico de la prostata, basada
en la deteccion del ARNm, la presente invencion no esta limitada por ello. Por ejemplo, una razén entre el ARNm de
PCA3/proteina o polipéptido del segundo marcador especifico de la prostata, se puede emplear muy bien de
acuerdo con la presente invencion. El tipo de entidad molecular (p. €j., ARNm o polipéptido) que se detecta con
precision se puede adaptar de este modo para adecuar las necesidades particulares mientras que el nivel de la
macromolécula que se detecta se correlacione con la actividad transcripcional del gen a partir del cual se ha
obtenido.
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También se describe un kit tratanostico, de diagnostico y de prondéstico del cancer de préstata para detectar la
presencia y la cantidad de acidos nucleicos de PCA3 y de PSA en una muestra. Tal kit comprende generalmente un
primer medio de recipiente que tiene dispensado en el mismo al menos un sonda de oligonucleétido y/o un cebador
que se hibrida con un &cido nucleico de PCA3 y/o de PSA (p. ej., ARN de PCA3, ARN de PSA) y un segundo medio
de recipiente que contiene al menos otro cebador oligonucleotidico y/o sonda que se hibrida con las secuencias
especificas de PCA3 o de PSA mencionadas anteriormente. Se describe que un tercer medio de recipiente contiene
sondas que se hibridan especificamente con los productos de la amplificacion de PCA3 y de PSA. Se describe que
el kit incluye adicionalmente otros recipientes que comprenden componentes adicionales, tales como un
oligonucleétido o un cebador adicional, y/o uno o varios de los siguientes: tampones, reactantes que se van a utilizar
en el ensayo (p. €]., reactantes de lavado, polimerasas, testigos internos (IC) o similares) y reactantes capaces de
detectar la presencia de sonda(s)/cebador(es) de acido nucleico unidos. Por supuesto, son posibles numerosas
realizaciones de los kits que se describen. Por ejemplo, los diferentes medios de recipiente se pueden dividir en
reactantes para amplificacion y reactivos para deteccion. También se describe que primer medio de recipiente
contiene los reactantes para amplificacion o para hibridacién especificos para los acidos nucleicos deseados de la
presente invencion (p. ej., PCA3, PSA y/o acidos nucleicos de testigos internos) y el segundo medio de recipiente
contiene los reactivos para deteccion. Alternativamente, los reactivos para deteccion y los reactantes para
amplificacion pueden estar contenidos en el mismo medio de recipiente. Por supuesto, la separacion o la reunion de
los reactantes en el mismo o en diferentes medios de recipiente es dictada por los tipos de métodos de extraccion,
de amplificacion o de hibridacion, y los métodos de deteccion utilizados, asi como otros parametros que incluyen la
estabilidad, la necesidad de conservacion, etc. Ademas, los kits pueden incluir adicionalmente instrucciones para la
puesta en practica de los métodos de diagndstico, tratandstico, y/o pronéstico de la presente invencion. Tales
instrucciones pueden referirse a detalles referentes al protocolo experimental, asi como a los valores umbrales para
la razén entre PCA3/segundo marcador especifico de la prostata que se pueden utilizar.

En un aspecto relacionado, se describen sondas y cebadores de acidos nucleicos para la deteccion especifica de la
presencia de ARNm de PCA3 y del segundo marcador especifico del cancer de prostata (p. €j., PSA) en una
muestra. También se describe una ordenacion de acidos nucleicos que se unen a uno o a varios acidos nucleicos de
PCA3/PSA

En una realizacion particular, la presente invencion se refiere a los métodos y kits para pronosticar el cancer de
préstata en un paciente, basdndose en una determinacion de la razon PCA3/PSA a partir de sedimentos urinarios
después de una DRE, en donde la razén actia como un marcador para el tratandstico y para el prondstico,
basandose en el aumento del porcentaje de células cancerosas en la orina después de la DRE.

En una realizacion particular de la presente invencién, la deteccion de PCA3 se basa en usar el exon 1 de PCA3
como diana, mediante un cebador. En una realizacion tal particular, se emplean cebadores a cada lado del intron 1
para amplificar una porcion de las secuencias del exén 1 y del exon 2 de PCA3 (el intron 1 es un intrén con
aproximadamente 20 kb). Se pueden disefiar numerosos ejemplos de parejas de cebadores a partir de las
secuencias de PCAS3 de la presente invencion y, por supuesto, no estan limitadas al exén 1.

Asi, la presente invencién muestra por primera vez que la razén entre la expresion de PCA3 y de un segundo
marcador especifico del cancer de prostata (p. ej., PSA) no sélo es util para el diagnéstico, sino también para el
pronostico y el tratandstico. Por supuesto, la razén del pronéstico de la presente invencion se puede emplear
opcionalmente junto a otros marcadores del cancer de préstata y de enfermedades neoplasicas, tales como el
activador de plasminégeno urinario, el receptor del activador de plasmindgeno urinario, el inhibidor 1 del
plasmindgeno, p53, E-caderina, PSM, VEGF, etc.

Ademas, segun los conocimientos de los inventores, antes de la presente invencion no habia informes que
describieran que, en los liquidos glandulares (por ejemplo, mama o prostata), el nimero de células cancerosas en la
evaginaciéon se correlacionaba con la capacidad invasiva del cancer. Ademas, no habia una técnica anterior que
mostrara o sugiriera que la razon entre el ARNm de PCA3 y un segundo ARNm especifico de la prdstata (p. €j.,
PSA) aumentara con el volumen del tumor y la agresividad del cancer y, por tanto, que tal razén se pudiera utilizar
como un marcador para el tratanéstico, el prondstico o para la estadificacion. Se afirma en esta memoria que antes
de la presente invencién no se podia predecir si las células cancerosas agresivas iban a migrar al torrente
sanguineo o a la orina. El valor para el tratandstico y para el pronéstico de la razén de la presente invencion se basa
en demostrar un nimero de fendmenos que no se habian mostrado previamente: (1) las células del cancer de
prostata agresivas son mas invasivas; (2) las células mas invasivas también son mas capaces de invadir los acinos
prostéticos; (3) de este forma se incrementard la fraccién de células cancerosas en el sedimento urinario; (4) de
modo gque aumentara la razon entre los ARNm de PCA3/segundo marcador (p. ej., PSA); (5) el volumen del tumor
también esta correlacionado con la razon entre los ARNm de PCA3/segundo marcador; y (6) el aumento ligero de
PCAS3 con el grado y la disminucion ligera del ARNm de PSA puede potenciar este efecto.

Asi, de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencién, una vez que se determina la razén entre
PCA3/segundo marcador (p. €j., PSA) es posible: (1) determinar la presencia, la ausencia o la predisposicion a
desarrollar cancer de préstata; (2) si se detecta cancer de prostata, determinar el estadio, el volumen del tumor, el
grado del tumor y la agresividad del cancer; (3) pronosticar las consecuencias de la enfermedad (prondstico); y (4)
identificar la terapia mas apropiada para el paciente.
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Ademas, una ventaja particular de la presente invencién es el uso de una razéon de la presente invencion como
herramienta para el tratanostico, el diagndstico y el pronostico. Aunque el valor particular de la razon PCA3/segundo
marcador (p. ej., PSA) varia dependiendo del segundo marcador utilizado (para un estadio/grado/volumen tumoral
dado) es probable variar s6lo levemente con el tipo de método de amplificacion/deteccion (una vez que se eligen las
parejas concretas de PCA3/segundo marcador). Asi, mientras que los métodos utilizados para determinar el nivel de
PCA3 y el segundo marcador son comparables en términos de sensibilidad y especificidad, el valor de la razén para
una muestra dada debe ser mas o menos el mismo (es decir, considerado estadisticamente similar debido a la
variacion en el método elegido). Por lo tanto, una vez que se elijen las parejas de marcadores, se pueden utilizar
diversos métodos de deteccion de forma intercambiable, con tal que los métodos tengan una especificidad y
sensibilidad similares.

A menos que se definan de otra manera, los términos y la nomenclatura cientificos y tecnoldgicos utilizados en esta
memoria tienen el mismo significado que el conocido habitualmente por una persona experta en la técnica a la que
se refiere esta invencioén. Las definiciones cominmente entendidas de los términos de biologia molecular se pueden
encontrar, por ejemplo, en el Diccionario de Microbiologia y Biologia Molecular, 22 ed. (Singleton y col., 1994, John
Wiley & Sons, Nueva York, NY) o el Diccionario Harper Collins de Biologia (Hale y Marham, 1991, Harper Perennial,
Nueva York, NY), Rieger y col., Glosario de genética: Clasica y molecular, 52 edicion, Springer-Verlag, Nueva York,
1991; Alberts y col., Biologia molecular de la célula, 42 edicion, Garland science, Nueva York, 2002; y Lewin, Genes
VII, Oxford University Press, Nueva York, 2000. Generalmente, los procedimientos de los métodos de biologia
molecular y similares son métodos comunes empleados en la técnica. Tales técnicas convencionales se pueden
encontrar en manuales de referencia, tales como por ejemplo Sambrook y col., (2000, Molecular Cloning — A
Laboratory Manual, tercera edicion, Cold Spring Harbor Laboratories); y Ausubel y col., (1994, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York).

Otros objetos y ventajas de la presente invencion se aclaran en la descripcién siguiente.
Definiciones

En la presente descripcion, se emplea extensivamente una variedad de términos. Para proporcionar una
comprension clara y coherente de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones, incluyendo el alcance que se va
a dar a tales términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

Las secuencias de nucle6tidos se presentan en esta memoria con una cadena sencilla, en la direccién a 5' a 3', de
izquierda a derecha, usando los simbolos de nucleétidos de una letra, tal y como se emplean generalmente en la
técnica y de acuerdo con las recomendaciones de la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de la [UPAC-IUB.

El uso de la palabra “un” o “una” cuando se utiliza conjuntamente con el término “que comprende” en las
reivindicaciones y/o en la memoria descriptiva, puede significar “uno” pero también es compatible con el significado

de “uno o mas”, “al menos uno”, y “uno o mas que uno”.

A lo largo de esta solicitud, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar del error para el dispositivo 0 el método que se va a emplear para determinar el valor. De forma rutinaria,
una desviacion del 10% al 15%, preferentemente del 10%, esta dentro del alcance del término “aproximadamente”.

El término molécula o secuencia de “ARN” o “ADN” (asi como a veces el término “oligonucledétido”) se refiere a una
molécula que comprende generalmente los desoxirribonucleétidos adenina (A), guanina (G), timina (T) y/o citosina
(C). En el “ARN”, la T esta sustituida por uracilo (U).

La presente descripcion se refiere a una variedad de términos rutinarios de la tecnologia recombinante del ADN
(rADN). Sin embargo, se proporcionan definiciones de ejemplos seleccionados de tales términos del rADN para
mayor claridad y coherencia.

Tal y como se emplea en esta memoria, “molécula de acido nucleico” o “polinucleétidos” se refiere a un polimero de
nucleétidos. Ejemplos no limitativos de los mismos incluyen el ADN (p. €j., ADN gendmico, ADNc), moléculas de
ARN (p. €j., ARNm) y quimeras de los mismos. La molécula de &cido nucleico se puede obtener por técnicas de
clonacion o sintetizada. EI ADN puede ser bicatenario o monocatenario (cadena codificante o cadena no codificante
[antisentido]). El &cido ribonucleico (ARN) y el &cido desoxirribonucleico (ADN) convencionales estan incluidos en la
expresion “acido nucleico” y los polinucledtidos como analogos de los mismos. Una cadena principal de acido
nucleico puede comprender una variedad de enlaces conocidos en la técnica, que incluyen uno o varios enlaces
azucar-fosfodiéster, enlaces péptido-acido nucleico (denominados “acidos peptidonucleicos” (PNA); Hydig-Hielsen y
col., documento de publicaciéon internacional PCT nimero WO 95/32305), enlaces fosforotioato, enlaces
metilfosfonato o combinaciones de los mismos. Los restos de azulcar del &cido nucleico pueden ser ribosa o
desoxirribosa, 0 compuestos similares que tienen sustituciones conocidas, p. e€j., sustituciones 2’-metoxi (que
contienen un resto 2'-O-metilribofuranosilo; véase el documento PCT nimero WO 98/02582) y/o sustituciones 2'-
haluro. Las bases nitrogenadas pueden ser bases convencionales (A, G, C, T, U), analogos conocidos de las
mismas (p. €j., inosina u otros; véase “The Biochemistry of the Nucleic Acids” 5-36, Adams y col., compiladores, 112
ed., 1992), o derivados conocidos de las bases puricas o pirimidinicas (véase, Cook, documento de publicacién
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internacional PCT, numero WO 93/13121) o residuos “abasicos” en los cuales la cadena principal no incluye bases
nitrogenadas en uno o mas residuos (Arnold y col., documento de patente de EE.UU., nimero 5.585.481). Un acido
nucleico puede comprender solamente azlcares, bases y enlaces convencionales, tal y como se encuentra en el
ARN y el ADN, o puede incluir tanto componentes convencionales como sustituciones (p. ej., bases convencionales
unidas a través de una cadena principal metoxi, o un acido nucleico que incluye bases convencionales y uno o mas
andlogos de las bases).

Molécula de acido nucleico aislada. Una “molécula de acido nucleico aislada”, tal y como se entiende generalmente
y se emplea en esta memoria, se refiere a un polimero de nucleétidos, e incluye, pero no debe limitarse a los
mismos, ADN y ARN. La molécula de acido nucleico “aislada” se purifica de su estado natural in vivo, obtenida por
clonacion o sintetizada quimicamente.

La terminologia “acido nucleico de PCA3” y “acido nucleico de PSA” o “polinucledtidos de PCA3” y “polinuclettidos
de PSA”, se refiere a una secuencia de acido nucleico de PCA3 o de PSA nativa. En una realizacion, el acido
nucleico de PCA3 tiene la secuencia descrita en la SEQ ID n.”® 1 y 2. En una realizacion relacionada, el acido
nucleico de PSA tiene la secuencia descrita en la SEQ ID n.° 38. En otra realizacion, el acido nucleico de PSA
codifica una proteina de PSA. En una realizacién particular, la secuencia de acido nucleico de PCA3 que contiene el
ORF previsto codifica un polipéptido de PCA3. En otra realizacion, los acidos nucleicos de PCA3 y de PSA son
secuencias de acido nucleico no codificante. En aun otra realizacion, las secuencias de PCA3 y de PSA, que son
reconocidas como dianas por las secuencias de PCA3 y de PSA incluidas en la presente invencion, son secuencias
naturales de PCA3 y de PSA encontradas en la muestra de una persona.

La terminologia “pareja de amplificacién” o “pareja de cebadores” se refiere en esta memoria a parejas de los
oligonucledtidos (oligos) de la presente invencidn que se seleccionan para ser utilizados juntos en la amplificacion de
una secuencia de &cido nucleico seleccionada mediante alguno de los diferentes tipos de procesos de amplificacion.
Ejemplos no limitativos de una pareja de cebadores para amplificar PSA son SEQ ID n.°® 36 y 37.

“Amplificacion” se refiere a cualquier procedimiento in vitro conocido para obtener copias multiples (“amplicones”) de
una secuencia de &cido nucleico deseada o de su complemento o de fragmentos de la misma. La amplificacion in
vitro se refiere a la produccion de un acido nucleico amplificado que puede contener algo menos que la secuencia
completa de la region deseada o su complemento. Los métodos conocidos para la amplificacién in vitro incluyen, p.
ej., la amplificacién mediada por transcripcion, la amplificacion mediada por replicasa, la amplificacion por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), la amplificacién por reaccion en cadena de la ligasa (LCR) y la amplificacion por
desplazamiento de cadena (SDA que incluye el método de amplificacion por desplazamiento multiple de cadena
(MSDA)). La amplificacion mediada por replicasa emplea moléculas de ARN autorreplicantes y una replicasa tal
como la replicasa de QB (p. ej., Kramer y col.,, documento de patente de EE.UU., nimero 4.786.600). La
amplificacion por PCR es bien conocida y emplea una polimerasa de ADN, cebadores y ciclacion térmica para
sintetizar muchas copias de las dos cadenas complementarias de ADN o de ADNc (p. ej., Mullis y col., documentos
de patentes de EE.UU. n° 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159). La amplificacion por LCR emplea al menos cuatro
oligonucledtidos separados para amplificar una diana y su cadena complementaria, con numerosos ciclos de
hibridacion, de ligacion y de desnaturalizacién (p. ej., el documento de publicacién de la solicitud de patente europea
namero 0 320 308). La SDA es un método en el cual un cebador contiene un sitio de reconocimiento para una
endonucleasa de restriccién que permite que la endonucleasa haga una mella en una hebra de un duplex de ADN
hemimodificado que incluye la secuencia deseada, seguido por la amplificacion en una serie de etapas de extension
del cebador y desplazamiento de la hebra (p. ej., Walker y col., documento de patente de EE.UU. nUmero
5.422.252). Otros dos métodos de amplificacion conocidos por desplazamiento de la hebra no requieren hacer una
mella con la endonucleasa (Dattagupta y col., documento de patente de EE.UU. n°® 6.087.133 y el documento de
patente de EE.UU. n° 6.124.120 (MSDA)). Los expertos en la técnica han de saber que las secuencias de cebador
oligonucleotidico de la presente invencion se pueden emplear faciimente en cualquier método de amplificacién in
vitro que se base en la extension del cebador con una polimerasa (véase 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, tercera ediciéon, CSH Laboratories). Segun lo conocido en general en la técnica, los
oligos se disefian para unirse a una secuencia complementaria en determinadas condiciones.

Electroforesis en gel de agarosa. La técnica de uso mas extendido (aunque no la Unica) para fraccionar ADN
bicatenario es la electroforesis en gel de agarosa. El principio de este método es que las moléculas de ADN migran
por el gel como si fuera un tamiz que retarda el movimiento de las moléculas mas grandes en mayor grado y el
movimiento de las moléculas mas pequefias en menor grado. Obsérvese que cuanto mas pequefio sea el fragmento
de ADN, mayor sera la movilidad electroforética en el gel de agarosa.

Los fragmentos de ADN fraccionados por la electroforesis en gel de agarosa se pueden visualizar directamente por
un procedimiento de tincion, si el nimero de fragmentos incluidos en el patrén es pequefio. Para visualizar un
pequefio subconjunto de estos fragmentos, se puede aplicar una metodologia denominada procedimiento de
hibridacion (p. €j., hibridacién de tipo Southern).

“Hibridacién de acidos nucleicos” se refiere en general a la hibridacion de dos moléculas de acido nucleico
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monocatenarias que tienen secuencias de bases complementarias, que en las condiciones apropiadas formaran una
estructura bicatenaria favorecida termodinamicamente. Ejemplos de las condiciones de hibridacion se pueden
encontrar en los dos manuales de laboratorio mencionados anteriormente (Sambrook y col., 2000, véase mas arriba,
y Ausubel y col., 1994, véase mas arriba, o0 ademas en Higgins y Hames (compiladores) “Nucleic acid hybridization,
a practical approach” IRL Press Oxford, Washington DC, (1985)) y se conocen generalmente en la técnica. En el
caso de una hibridacion a un filtro de nitrocelulosa (u otro soporte distinto del nilén), como por ejemplo en el bien
conocido procedimiento de transferencia de tipo Southern, se puede incubar un filtro de nitrocelulosa durante una
noche a una temperatura representativa de la condicion rigurosa deseada (60 - 65°C para muy rigurosa, 50-60°C
para una condicién rigurosa moderada y 40-45°C para condiciones poco rigurosas), con una sonda marcada en una
solucién muy salina (6 x SSC o 5 x SSPE), 5 x Denhardt, 0,5% de SDS, y 100 ug/ml de ADN de arrastre
desnaturalizado (p. ej., ADN de esperma de salmén). La sonda que no se une especificamente se puede separar a
continuacion por lavado mediante varios lavados en 0,2 x SSC/0,1% de SDS a una temperatura que se selecciona
en funcién de la condicién rigurosa deseada: temperatura ambiente (poco rigurosa), 42°C (moderadamente rigurosa)
0 65°C (muy rigurosa). La concentracion de sal y de SDS de las soluciones de lavado también se pueden ajustar
para acomodar a la condicion rigurosa deseada. La temperatura seleccionada y la concentracion salina se basan en
la temperatura de fusion (Tm) del hibrido de ADN. Por supuesto, los hibridos de ARN-ADN también se pueden
formar y detectar. En tales casos, las condiciones de hibridacion y lavado se pueden adaptar segin los métodos
bien conocidos por una persona con conocimientos en la técnica. Preferiblemente se emplean condiciones rigurosas
(Sambrook y col., 2000, véase mas arriba). Otros protocolos o kits de hibridacion, disponibles en el comercio (p. €j.,
ExpressHyb® de BD Biosciencies Clonetech) que usan diferentes soluciones de reasociacion y de lavado también se
pueden utilizar, ya que son bien conocidos en la técnica. Tal y como se conoce bien, la longitud de la sonda y la
composicion del &cido nucleico que se va a determinar constituyen otros pardmetros de las condiciones de
hibridacion. Obsérvese que variaciones en las condiciones anteriores se pueden conseguir a través de la inclusion
y/o sustitucion de reactantes bloqueantes alternativos, utilizados para suprimir el ruido de fondo en experimentos de
hibridacion. Los reactantes bloqueantes tipicos incluyen el reactante de Denhardt, BLOTTO, heparina, ADN
desnaturalizado de esperma de salmoén y formulaciones registradas disponibles en el mercado. La inclusion de
reactantes bloqueantes especificos puede requerir la modificacién de las condiciones de hibridacion descritas
anteriormente debido a problemas de compatibilidad. La hibridacion de moléculas de acido nucleico también
comprende fragmentos de las moléculas descritas anteriormente. Ademas, las moléculas de 4cido nucleico que se
hibridan con cualquier molécula de &cido nucleico mencionada anteriormente también incluyen fragmentos
complementarios, derivados y variantes alélicas de estas moléculas. Ademas, un complejo de hibridacion se refiere
a un complejo entre dos secuencias de acido nucleico en virtud de la formacion de puentes de hidrégeno entre las
bases complementarias G y C y entre las bases complementarias A y T; estos puentes de hidrégeno pueden estar
adicionalmente estabilizados por interacciones de apilamiento de bases. Las dos secuencias complementarias de
acido nucleico se unen en una configuracion antiparalela. Se puede formar en solucion un complejo de hibridacion
(p. €j., analisis de Cot 0 de Rot) 0 entre una secuencia de acido nucleico presente en la solucion y otra secuencia de
acido nucleico inmovilizada sobre un soporte sélido (p. €., membranas, filtros, chips, pasadores o portaobjetos de
vidrio a los cuales se han fijado, p. €j., células).

Los términos complementario o complementariedad se refieren a la union natural de polinucleotidos, en condiciones
salinas y de temperatura permisivas, mediante apareamiento de las bases. Por ejemplo, la secuencia “A-G-T” se une
a la secuencia complementaria “T-C-A”. La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias puede ser
“parcial”’, en la cual solamente se unen algunos de los &cidos nucleicos, o puede ser completa, cuando existe una
complementariedad total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre las cadenas de
acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficacia y la resistencia de la hibridacion entre las cadenas de
acido nucleico. Esto es de particular importancia en las reacciones de amplificacion, que dependen de la unién entre
las hebras de acido nucleico.

El término “se hibrida” tal y como se utiliza de acuerdo con la presente invencion, puede referirse a hibridaciones en
condiciones rigurosas o0 no rigurosas, tal y como se ha descrito en esta memoria anteriormente. La determinacién de
las condiciones esta dentro de los conocimientos del especialista en la técnica y se pueden determinar segun los
protocolos descritos en la técnica. La expresion “secuencias que se hibridan” se refiere preferiblemente a secuencias
gue muestran una identidad de secuencia de por lo menos el 40%, preferiblemente por lo menos el 50%, mas
preferiblemente por lo menos el 60%, incluso mas preferiblemente por lo menos el 70%, particularmente preferida
por lo menos el 80%, mas particularmente preferida, por lo menos el 90%, incluso mas particularmente preferida, por
lo menos el 95% y lo mas preferible una identidad de por lo menos el 97%. Por otra parte, la expresion “secuencias
que se hibridan” se refiere preferiblemente a secuencias que codifican una proteina PSA que tiene una identidad de
la secuencia de por lo menos el 40%, preferiblemente por lo menos el 50%, mas preferiblemente por lo menos el
60%, incluso mas preferiblemente por lo menos el 70%, particularmente preferida al menos el 80%, mas
particularmente preferida, por lo menos el 90%, incluso mas particularmente preferida, por lo menos el 95% y lo mas
preferido una identidad de por lo menos identidad el 97% con una secuencia de aminoacidos de una proteina PSA.

De acuerdo con la presente invencion, el término “idéntico” o “porcentaje de identidad”, en el contexto de dos o mas
secuencias de &cidos nucleicos o secuencias de aminoacidos, se refiere a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias
que son iguales o que tienen un porcentaje especificado de residuos de aminoacidos o nucle6tidos que son iguales
(p. €j., identidad del 60% o del 65%, preferiblemente, identidad del 70-95%, mas preferiblemente identidad de al
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menos 95%), cuando se comparan y se alinean con una correspondencia maxima, con una ventana de
comparacion, o con una region designada tal y como se mide con un algoritmo para la comparacién de secuencias,
gue es conocido en la técnica, o mediante el alineamiento manual y la inspeccion visual. Las secuencias que tienen,
por ejemplo, 60% a 95% o mas de identidad de la secuencia, se consideraron que son sustancialmente idénticas.
Tal definicion también se aplica al complemento de una secuencia del ensayo. Preferentemente, la identidad
descrita existe sobre una regién que tiene por lo menos aproximadamente de 15 a 25 aminoéacidos o nucleétidos de
longitud, mas preferiblemente, sobre una region que tiene aproximadamente de 50 a 100 aminoacidos o nucleétidos
de longitud. Los expertos en la técnica saben como determinar el porcentaje de identidad entre/a lo largo de
secuencias mediante, por ejemplo, algoritmos tales como los que se basan en el programa de ordenador
CLUSTALW (Thompson, Nucl. Acids Res. 2 (1994), 4673-4680) o FASTDB (Brutlag. App. Biosci. 6 (1990), 237-245),
segun se conoce en la técnica. Aunque el algoritmo de FASTDB no considera tipicamente en su calculo las
deleciones o las adiciones internas discordantes en las secuencias, es decir, los huecos, esto se puede corregir
manualmente para evitar una sobrestimacion de los % de identidad. CLUSTALW, sin embargo, tiene en cuenta los
huecos de la secuencia en sus calculos de la identidad. También estan disponibles para los especialistas en esta
técnica los algoritmos BLAST y BLAST 2.0 (Altschul Nucl. Acids Res. 25 (1977), 3389-3402). El programa BLASTN
para secuencias de &cido nucleico emplea por defecto una longitud de palabra (W) de 11, un valor esperado (E) de
10, M =5, N = 4, y una comparacion de ambas hebras. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP
emplea por defecto una longitud de palabra (W) de 3, y un valor esperado (E) de 10. La matriz de puntuaciones
BLOSUM®62 (Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 89, (1989), 10915) emplea alineamientos (B) de 50, valor
esperado (E) de 10, M = 5, N = 4, y una comparacién de ambas hebras. Por otra parte, la presente invencion
también se refiere a moléculas de acido nucleico cuya secuencia esta degenerada en comparacion con la secuencia
de una molécula que se hibrida, descrita anteriormente. Cuando se utiliza de acuerdo con la presente invencion, la
expresion “estar degenerado como resultado del cédigo genético” significa que debido a la redundancia del codigo
genético, diferentes secuencias de nucledtidos codifican el mismo aminoacido. La presente invencion también se
refiere a moléculas de &cido nucleico que comprenden una o varias mutaciones o deleciones, y a moléculas de
acido nucleico que se hibridan con una de las moléculas de acido nucleico descritas en esta memoria, que muestran
una(s) mutacion(iones) o una(s) delecion(iones).

Una “sonda” significa incluir un oligomero de acido nucleico que se hibrida especificamente con una secuencia
diana, en un é&cido nucleico o su complemento, en condiciones que favorecen la hibridacion, de tal modo que
permiten la deteccion de la secuencia diana o de su &cido nucleico amplificado. La deteccion puede ser directa (es
decir, el resultado de una sonda que se hibrida directamente con la diana o con la secuencia amplificada) o indirecta
(es decir, el resultado de una sonda que se hibrida con una estructura molecular intermedia que enlaza la sonda con
la diana o la secuencia amplificada). Una “diana” de una sonda se refiere en general a una secuencia dentro de una
secuencia de acidos nucleicos amplificada (es decir, un subconjunto de la secuencia amplificada) que se hibrida
especificamente con al menos a una porcion de la secuencia de la sonda mediante puentes de hidrégeno
convencionales o “apareamiento de las bases.” Las secuencias que son “suficientemente complementarias”
permiten una hibridacion estable de una secuencia de la sonda con una secuencia diana, incluso si las dos
secuencias no son totalmente complementarias. Una sonda puede estar marcada o sin marcar. Una sonda se puede
producir mediante clonacién molecular de una secuencia de ADN especifica o también se puede sintetizar.
Numerosos cebadores y sondas que se pueden disefiar y utilizar en el contexto de la presente invencion pueden ser
determinados facilmente por una persona experta en la técnica a la que pertenece la presente invencion. Ejemplos
no limitativos de cebadores y de sondas se muestran en las Tablas 2-4. Una persona experta en la técnica puede
disefiar muchas sondas y cebadores diferentes, basandose en las ensefianzas de esta memoria y en el
conocimiento general comun.

“Suficientemente complementaria” significa una secuencia contigua de bases de acido nucleico que es capaz de
hibridarse con otra secuencia mediante puentes de hidrégeno entre una serie de bases complementarias. Las
secuencias de bases complementarias pueden ser complementarias en cada posicion en la secuencia mediante el
apareamiento de bases convencional (p. €j., emparejamiento de G:C, A:T o A:U) o pueden contener uno o varios
residuos (que incluyen residuos abasicos) que no son complementarios mediante el emparejamiento de bases
convencional, pero que permiten que la secuencia completa se hibride especificamente con otra secuencia de bases
en condiciones de hibridacién apropiadas. Las bases contiguas de un oligdmero son complementarias
preferiblemente al menos aproximadamente en el 80% (81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100%), preferiblemente al menos aproximadamente en el 90% con la secuencia con la que el oligdmero
se hibrida especificamente el oligémero. Las condiciones de hibridacién adecuadas son bien conocidas por los
expertos en la técnica, se pueden predecir facilmente basandose en la composicién y las condiciones de la
secuencia, o se pueden determinar empiricamente usando un ensayo de rutina (véase Sambrook y col., “Molecular
Cloning, A Laboratory Manual’, segunda edicién, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY,
1989) en las secciones 1.90-1.91, 7.37-7.57, 9.47-9.51 y 11.47-11.57, particularmente en las secciones 9.50-9.51,
11.12-11.13,11.45-11.47 y 11.55-11.57).

Las secuencias de acido nucleico pueden ser detectadas por hibridacién con una secuencia complementaria (p. €j.,
sondas de oligonucleétidos) (véanse los documentos de patente de EE.UU. n° 5.503.980 (Cantor), 5.202.231
(Drmanac y col.), 5.149.625 (Church y col.), 5.112.736 (Caldwell y col.), 5.068.176 (Vijg y col.), y 5.002.867
(Macevicz)). Los métodos para detectar la hibridacién pueden hacer uso de una micromatriz de sondas (p. €j., en un
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chip de ADN) para proporcionar la informacion de la secuencia sobre el acido nucleico de la diana que se hibrida
selectivamente con una secuencia de la sonda exactamente complementaria, en un conjunto de cuatro secuencias
relacionadas de la sonda que difieren en un nucleétido (véanse los documentos de patentes de EE.UU. n° 5.837.832
y 5.861.242 (Chee y col.)).

Una etapa de la deteccion puede emplear una variedad de métodos conocidos para detectar la presencia de acido
nucleico, mediante la hibridacion con una sonda de oligonucledtido. Un ejemplo especifico de una etapa de
deteccién emplea un método de deteccion homogéneo, tal como se ha descrito con detalle previamente en Arnold y
col., Clinical Chemistry 35:1588-1594 (1989), y los documentos de patente de EE.UU. n°® 5.658.737 (Nelson y col.),
5.118.801 y 5.312.728 (Lizardi y col.).

Los tipos de métodos de deteccién en los cuales se pueden utilizar sondas, incluyen las transferencias de tipo
Southern (deteccion del ADN), las transferencias puntiformes o las transferencias por ranuras (ADN, ARN), y las
transferencias de tipo Northern (deteccién del ARN). Las proteinas marcadas también se podrian utilizar para
detectar una secuencia de &cido nucleico concreta a la cual se une (p. €j., detecciobn de proteinas mediante
tecnologia de tipo Western: Guichet y col., 1997, Nature 385(6616): 548-552; y Schwartz y col., 2001, EMBO
20(3):510-519). Otros métodos de deteccion incluyen kits que contienen reactantes de la presente invencién sobre
un dispositivo de varilla y similares. Por supuesto, puede ser preferible el uso de un método de deteccion que sea
susceptible de automatizacion. Un ejemplo no limitativo de eso incluye un chip u otro soporte que comprende una o
varias (p. €j., una micromatriz) de diferentes sondas.

Un “marcador” se refiere a un resto molecular o a un compuesto que se puede detectar o que puede conducir a una
sefial detectable. Un marcador se une, directa o indirectamente, a una sonda de &cido nucleico o al &cido nucleico
que se va a detectar (p. €j., una secuencia amplificada). La marcacion directa puede tener lugar a través de enlaces
0 interacciones que enlazan el marcador con el acido nucleico (p. €j., enlaces covalentes o interacciones no
covalentes), mientras que la marcacién indirecta puede tener lugar mediante un “enlazador” o un resto que actue
como puente, tal como un(os) oligonucleétido(s) adicional(es), que se marca de forma directa o indirecta. Los restos
gue tienden un puente pueden amplificar una sefial detectable. Los marcadores pueden incluir cualquier resto
detectable (p. ej., un radionucleido, un ligando tal como biotina o avidina, una enzima o un sustrato enzimético, un
grupo reactivo, un cromoforo tal como un colorante o una particula con color, un compuesto luminiscente que incluye
un compuesto bioluminiscente, fosforescente o quimioluminiscente, y un compuesto fluorescente). Preferiblemente,
el marcador sobre una sonda marcada es detectable en un sistema de ensayo homogéneo, es decir, en una mezcla,
el marcador unido muestra un cambio detectable comparado con un marcador no unido.

Se conocen otros métodos para marcar acidos nucleicos mediante los cuales un marcador se fija a una cadena de
acido nucleico cuando es fragmentada, lo que es Util para marcar acidos nucleicos que se van a detectar por
hibridaciéon con una micromatriz de sondas de ADN inmovilizadas (p. €j., véase el documento de patente PCT n°
PCT/IB99/02073).

Un “marcador detectable homogéneo” se refiere a un marcador cuya presencia se puede detectar de forma
homogénea, basandose en si la sonda marcada se hibrida con una secuencia diana. Un marcador homogéneo y
detectable se puede detectar sin eliminar fisicamente las formas hibridadas de las no hibridadas de la sonda
marcada. Los marcadores detectables homogéneos y los métodos para detectarlos han sido descritos
detalladamente en otro lugar (p. €j., véanse los documentos de patentes de EE.UU. n® 5.283.174, 5.656.207 y
5.658.737).

Tal y como se emplea en esta memoria, “oligonucleétidos” u “oligos” definen una molécula que tiene dos o mas
nucleétidos (ribo- o desoxirribonucledétidos). El tamafio del oligo se establecera por la situacion particular y, en ultima
instancia, por el uso particular del mismo, y serd adaptado por consiguiente por la persona con conocimientos en la
técnica. Un oligonucleétido se puede sintetizar quimicamente o se puede obtener por clonacién segiin métodos bien
conocidos. Aunque estan generalmente en forma monocatenaria, pueden estar en forma bicatenaria o incluso
contener una “region reguladora”. Pueden contener nucleotidos raros naturales o sintéticos. Se pueden disefiar para
mejorar un criterio dado, como por ejemplo, la estabilidad. Las quimeras de desoxirribonucleétidos y de
ribonucleétidos también pueden estar dentro del alcance de la presente invencién.

Amplificacién de la secuencia. Un método para generar grandes cantidades de una secuencia diana. Generalmente,
uno o varios cebadores de la amplificacion estan reasociados con una secuencia de acido nucleico. Con las enzimas
apropiadas, se amplifican las secuencias que se encuentran adyacentes a los cebadores, o entre los mismos.

Tal y como se emplea en esta memoria, un “cebador” define un oligonucleétido que es capaz de reasociarse con
una secuencia diana, creando de este modo una regién bicatenaria que puede servir como punto de iniciacidon para
la sintesis de &cidos nucleicos en las condiciones adecuadas. Los cebadores se pueden disefiar, por ejemplo, para
ser especificos de determinados alelos, de modo que se utilicen en un sistema de amplificacion especifico del alelo.
Por ejemplo, se puede disefiar un cebador para que sea complementario a un ARN corto de PCA3 que esta
asociado con un estado canceroso de la préstata, mientras que un ARN largo de PCA3 esta asociado con un estado
no canceroso (benigno) de la misma (documento PCT/CA00/01154 publicado con el nimero WO 01/23550). La
region 5 del cebador puede ser no complementaria a la secuencia del acido nucleico diana e incluir bases
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adicionales, tales como una secuencia de promotor (que se denomina un “cebador del promotor”). Los expertos en
la materia apreciaran que cualquier oligdmero que puede actuar como cebador se puede modificar para incluir la
secuencia 5’ del promotor, y de este modo actuar como un cebador del promotor. De forma semejante, cualquier
cebador del promotor puede servir como cebador, independientemente de su secuencia promotora funcional. Por
supuesto, se conoce en la técnica el disefio de un cebador a partir de una secuencia de acido nucleico conocida. En
cuanto a los oligos, pueden comprender una variedad de tipos de diferentes nucledtidos. Los técnicos expertos
pueden determinar facilmente la especificidad de los cebadores seleccionados y de las sondas (p. €j., PSA, PCAS,
secuencias testigos, etc....) realizando alineaciones/busquedas por ordenador, usando bases de datos bien
conocidas (p. €j., GenBank®).

Cebador de la amplificacién. Un oligonucleétido que es capaz de reasociarse adyacente a una secuencia diana y
servir como punto de iniciaciéon de la sintesis de ADN cuando se pone en condiciones en las cuales se inicia la
sintesis de un producto de extensién del cebador que es complementario a una cadena de acido nucleico.

NASBA. Amplificacion basada en la secuencia del acido nucleico (NASBA, del inglés “Nucleic Acid Sequence Based
Amplification”) se puede realizar de acuerdo con técnicas conocidas (Malek y col., Methods Mol. Biol., 28:253-260,
documentos de patente de EE.UU. n° 5.399.491 y 5.554.516). En una realizacion, la amplificacion NASBA se inicia
con la reasociacion de un cebador P1 complementario (que contiene el promotor de la polimerasa de ARN de T7)
con la diana de ARNm. La transcriptasa inversa (RTasa) sintetiza entonces una hebra de ADN complementaria. El
hibrido de ADN/ARN bicatenario es reconocido por la ARNasa H que digiere la hebra de ARN, dejando una molécula
de ADN monocatenaria, a la cual se puede unir el cebador P2 sentido. P2 sirve de anclaje para la RTasa que
sintetiza una segunda hebra de ADN. EI ADN bicatenario resultante tiene un promotor funcional de la polimerasa de
ARN de T7, reconocido por la enzima respectiva. La reaccion NASBA puede entrar entonces en la fase de
amplificacion ciclica que comprende seis etapas: (1) sintesis de moléculas cortas de ARN monocatenario
complementario (101 a10° copias por molde de ADN) a través de la polimerasa de ARN de T7; (2) reasociacion del
cebador P2 con estas moléculas de ARN; (3) sintesis de una hebra de ADN complementaria mediante RTasa; (4)
digestion de la hebra de ARN del hibrido ADN/ARN; (5) reasociacion del cebador P1 con el ADN monocatenario; y
(5) generacion de moléculas de ADN bicatenarias mediante RTasa. Debido a que la reaccion de NASBA es
isotérmica (41°C), la amplificacion especifica del sSARN es posible si se evita la desnaturalizacion del dsADN en el
procedimiento de preparacién de la muestra. De este modo, es posible recoger el ARN en un fondo de dsADN sin
obtener resultados falsos positivos debido al dSADN gendmico.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La reaccion en cadena de la polimerasa se puede realizar de acuerdo
con técnicas bien conocidas. Véanse, p. €j., los documentos de patentes de EE.UU. n° 4.683.195; 4.683.202;
4.800.159; y 4.965.188 (las descripciones de las tres patentes de los EE. UU. se incorporan en la presente memoria
por referencia). En general, la PCR implica un tratamiento de una muestra de &cido nucleico (p. €j., en presencia de
una polimerasa de ADN termoestable) en condiciones de hibridacién, con un cebador oligonucleotidico para cada
hebra de la secuencia especifica que se va a detectar. Un producto de la extension de cada cebador que se sintetiza
es complementario a cada una de las dos cadenas de &acido nucleico, con los cebadores suficientemente
complementarios a cada hebra de la secuencia especifica, para hibridarse con ella. El producto de la extension
sintetizado a partir de cada cebador también puede servir como molde para una sintesis adicional de los productos
de la extensién con los mismos cebadores. Después de un niumero suficiente de tandas de sintesis de los productos
de la extension, la muestra se analiza para determinar si estd presente la secuencia o las secuencias que se van a
detectar. La deteccion de la secuencia amplificada se puede realizar mediante visualizacion después de la tincién
con bromuro de etidio (EtBr) del ADN, después de la electroforesis en gel, o con un marcador detectable de acuerdo
con técnicas conocidas, y similares. Para una revisidon de las técnicas de PCR, véase “PCR Protocols, A Guide to
Methods and Amplifications”, Michael y col., compiladores, Acad. Press, 1990.

La reaccion en cadena de la ligasa (LCR) se puede realizar de acuerdo con técnicas bien conocidas (Weiss, 1991,
Science 254:1292). La adaptacion del protocolo para cumplir con las necesidades deseadas la puede realizar una
persona experta en la técnica. La amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA) también se realiza de acuerdo
con técnicas conocidas o adaptaciones de las mismas, para cumplir con las necesidades particulares (Walker y col.
(1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:392-396; e ibid, 1992, Nucleic Acids Res. 20:1691-1696).

Captura de la diana. En una realizacion, se incluye la captura de la diana en el método para aumentar la
concentracion o la pureza del acido nucleico de la diana antes de la amplificacion in vitro. Preferiblemente, la captura
de la diana implica un método relativamente sencillo para hibridar y aislar el acido nucleico diana, tal y como se ha
descrito detalladamente en otro lugar (p. €j., véanse los documentos de patente de EE.UU. n® 6.110.678, 6.280.952,
y 6.534.273). Hablando en general, la captura de la diana se puede dividir en dos familias, especifica de la
secuencia e inespecifica de la secuencia. En el método inespecifico, un reactante (p. ej., perlas de silice) se utiliza
para capturar inespecificamente los 4cidos nucleicos. En el método especifico de la secuencia, un oligonucleétido
fijado a un soporte sélido se pone en contacto con una mezcla que contiene el acido nucleico diana en las
condiciones de hibridacién apropiadas para permitir que el acido nucleico de la diana se fije al soporte sélido para
permitir la purificacion de la diana a partir de otros componentes de la muestra. La captura de la diana puede ser el
resultado de una hibridacion directa entre el acido nucleico diana y un oligonucleétido fijado al soporte sélido, pero
preferiblemente es el resultado de la hibridacion indirecta con un oligonucleétido que forma un complejo de
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hibridacion que enlaza el acido nucleico diana con el oligonucleétido sobre el soporte sélido. El soporte sélido es
preferiblemente una particula que se puede separar de la solucién, mas preferiblemente una particula
paramagnética que se puede recuperar aplicando un campo magnético sobre el recipiente. Después de la
separacion, el acido nucleico diana enlazado con el soporte sélido se lava y se amplifica cuando la secuencia diana
se pone en contacto con los cebadores, los sustratos y las enzimas apropiados en una reaccion de amplificacion in
vitro.

Generalmente, las secuencias de oligémero de captura incluyen una secuencia que se une especificamente con la
secuencia diana, cuando el método de captura es de hecho especifico, y una secuencia de la “cola” que enlaza el
complejo con una secuencia inmovilizada a través de hibridaciéon. Es decir, el oligdmero de captura incluye una
secuencia que se une especificamente a su PCA3, PSA o0 a otra secuencia diana marcadora especificas de la
prostata (p. ej., hK2/KLK2, PMSA, transglutaminasa 4, fosfatasa acida, PCGEML1) y a una secuencia de cola fijada
covalentemente en 3’ (p. €j., un homopolimero complementario a una secuencia homopolimérica inmovilizada). La
secuencia de la cola que tiene, por ejemplo, de 5 a 50 nucleétidos de longitud, se hibrida con la secuencia
inmovilizada para enlazar el complejo que contiene la diana con el soporte sélido y purificar de este modo el 4cido
nucleico diana hibridado de otros componentes de la muestra. Un oligdmero de captura puede emplear cualquier
enlace de la cadena principal, pero algunas realizaciones incluyen uno o varios enlaces 2'-metoxi. Por supuesto,
otros métodos de captura son bien conocidos en la técnica. EIl método de captura sobre la estructura de casquete
(Edery y col., 1988, gene 74(2):517-525, documento de patente de EE.UU. n® 5.219.989) y el método basado en
silice son dos ejemplos no limitativos de los métodos de captura.

Una “sonda inmovilizada” o un “acido nucleico inmovilizado” se refieren a un acido nucleico que se une, directa o
indirectamente, con un oligémero de captura a un soporte sélido. Una sonda inmovilizada es un oligébmero unido a
un soporte solido que facilita la separacién de la secuencia diana unida, del material no unido en una muestra.
Cualquier soporte sélido conocido puede ser utilizado, por ejemplo las matrices y las particulas libres en solucion,
fabricadas con cualquier material conocido (p. €j., nitrocelulosa, nilén, vidrio, poliacrilato, polimeros mezclados,
poliestireno, polipropileno de silano y particulas metalicas, preferentemente particulas paramagnéticas). Los
soportes preferidos son esferas paramagnéticas monodispersas (es decir, de tamafio uniforme + aproximadamente
5%), que proporcionan de este modo resultados consistentes, a los cuales se une directamente de forma estable
una sonda inmovilizada, (p. €j., a través de un enlace covalente directo, una quelacién o una interaccion iénica), o
indirectamente (p. €j., a través de uno o de varios enlazadores), permitiendo la hibridacion con otro &cido nucleico en
solucion.

ADN complementario (ADNc). Moléculas de &cido nucleico recombinantes sintetizadas mediante transcripcion
inversa del ARN mensajero (“ARN”).

Tal y como se utiliza en esta memoria, el término “purificado” se refiere a una molécula (p. €j., acido nucleico) que se
ha separado de un componente de la composicién en la cual estaba presente originalmente. Asi, por ejemplo, un
“acido nucleico purificado” se ha purificado a un nivel no encontrado en la naturaleza. Una molécula
“sustancialmente pura” es una molécula que carece de la mayoria de otros componentes (p. €j., 30, 40, 50, 60, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 100% exenta de contaminantes). Por el contrario, el término “bruto” significa
moléculas que no se han separado de los componentes de la composicion original en la cual estaban presentes.
Brevemente, las unidades (p. €j., 66, 67,... 81, 82, 83, 84, 85,... 91, 92%....) no se enumeran especificamente, pero
sin embargo se consideran dentro del alcance de la presente invencion.

La terminologia “prondstico”, “estadificacion” y ” determinacién de la agresividad" se definen en esta memoria como
la prediccion del grado de gravedad del cancer de préstata y de su evolucion, asi como la perspectiva de
recuperacion tal y como se anticipa a partir del curso usual de la enfermedad. Segun la presente invencion, una vez
que se ha determinado la agresividad del cancer de prOstata, se pueden escoger los métodos apropiados
determinados.

En esta memoria, la terminologia “la puntuacién de Gleason”, que es bien conocida en la técnica, es el sistema de
uso general mas comuin para graduar/estadificar y pronosticar el adenocarcinoma. El sistema describe una escala
de puntuacion de 2 a 10, siendo 2 el estado menos agresivo y 10 el mas agresivo. La puntuacién es la suma de los
dos patrones mas comunes (grado 1-5) del crecimiento tumoral encontrado. Para hacer el recuento, un patron
(grado) tiene que ocupar mas del 5% de la muestra de la biopsia. El sistema de puntuacién requiere material de la
biopsia (biopsia del nicleo o muestras quirdrgicas) para ser exacto; no se pueden utilizar preparaciones citolégicas.

El “grado de Gleason” es el sistema mas comin empleado para graduar el cancer de prostata. Implica asignar
numeros al tejido canceroso de la préstata, que varian de 1 a 5, basandose en como las células cancerosas imitan la
forma en que las células normales forman glandulas. Se asignan dos grados a los patrones mas comunes de células
que aparecen; estos dos grados (pueden ser iguales o diferentes) se suman a continuacién para determinar la
puntuacién de Gleason (un numero del 2 al 10).

El sistema de Gleason esta basado exclusivamente en el patrén estructural de las glandulas del tumor de prdstata.
Este evalla la eficacia de las células de cualquier cancer particular para ser capaces de estructurarse ellas mismas
en glandulas, que se asemejan a las de la prostata normal. La capacidad de un tumor de imitar la estructura de una
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glandula normal se denomina su diferenciacion, y la experiencia ha mostrado que un tumor cuya estructura es
cercana a la normal (bien diferenciada) tendra probablemente un comportamiento biolégico relativamente cercano al
normal, es decir, que no es un cancer muy agresivo.

El principio es bastante simple, una graduacion de Gleason en la que se gradia desde muy bien diferenciado (grado
1) hasta muy poco diferenciado (grado 5), se realiza generalmente en gran parte por la observacion de la imagen
microscopica del cancer con poco aumento. Existen detalles adicionales importantes que requieren un mayor
aumento, y la capacidad para graduar con precisién cualquier tumor se consigue solamente con mucha practica y
experiencia en anatomopatologia.

Los grados 1 y 2 de Gleason: estos dos grados se asemejan mucho a la préstata normal. Son los grados menos
importantes porque aparecen raramente en la poblaciéon general y porque confieren un prondstico favorable que es
Unicamente ligeramente mejor que el grado 3. Ambos grados estan compuestos por masa; en el grado 2 hay mas
agregado suelto y algunas glandulas migran (invaden) el mdsculo circundante (estroma).

Grado 3 de Gleason: este es el grado mas frecuente con mucho y también se considera bien diferenciado (como los
grados 1y 2). Esto es debido a que los tres grados tienen una “unidad glandular” normal, similar a la de una prostata
normal; es decir, cada célula forma parte de una fila circular que forma el revestimiento de un espacio central (el
lumen). El lumen contiene la secrecidn prostatica como una prostata normal, y cada unidad glandular esta rodeada
por el misculo de la préstata que mantiene las unidades de las glandulas separadas. En contraposicién con el grado
2, la migracion de las glandulas (invasion) al estroma (misculo) es muy relevante y es la caracteristica principal. Las
células son mas oscuras que pélidas y las glandulas tienen a menudo formas mas variables.

Grado 4 de Gleason: este es probablemente el grado mas importante porque es bastante frecuente y debido al
hecho de que, si esta presente en gran cantidad, el pronéstico del paciente se suele empeorar (pero no siempre) de
forma considerable. Aqui también hay un gran aumento en la pérdida de la estructura. Por primera vez, se observan
roturas y la pérdida de la unidad glandular normal. De hecho, el grado 4 se identifica casi enteramente por la pérdida
de la capacidad de formar unidades glandulares individuales y separadas, cada una con su lumen separado
(espacio secretor). Esta distincion importante es simple en el concepto, pero compleja en la practica. La razén es
gue hay una variedad de vias aparentes diferentes en las cuales el esfuerzo del cancer para formar las unidades
glandulares se puede distorsionar. Cada cancer tiene su propio conjunto parcial de herramientas con las cuales
construye parte de la estructura normal. El grado 4 es como las ramas de un arbol grande, que se extienden en
muchas direcciones desde el tronco (bien diferenciado) de los grados 1, 2 y 3. Se necesita mucha experiencia para
dictar este diagndstico, y no todos los patrones se distinguen facilmente del grado 3. Esta es la clase principal de
cancer de proéstata poco diferenciado, y su distincion del grado 3 es la decision generalmente mas importante para la
determinacion del grado.

Grado 5 de Gleason: El grado 5 de Gleason es un grado importante porque predice generalmente otra etapa
significativa hacia un pronoéstico desfavorable. Su importancia global para la poblaciéon general es reducida por el
hecho de que es menos frecuente que el grado 4, y se observa raramente en los hombres en los que se ha
diagnosticado un cancer de prostata temprano en desarrollo. Este grado también muestra muchos patrones,
mostrando todos que no hay ningun indicio de ninguna tentativa de formar unidades glandulares. Este grado se
denomina frecuentemente indiferenciado, porque sus caracteristicas no se distinguen significativamente para darle
una apariencia diferente de los canceres indiferenciados que aparecen en otros érganos.

Cuando un patologo estudia las muestras de un cancer de préstata al microscopio y les da un grado de Gleason, se
realiza un intento de identificar dos patrones estructurales y se asigna un grado de Gleason a cada uno. Puede
haber un patrén primario o mas frecuente y a continuaciéon un patron secundario o segundo patrén mas frecuente,
los cuales trata de encontrar el patélogo para cada muestra; alternativamente, puede haber a menudo solamente un
Unico grado puro.

Al desarrollar su sistema, el Dr. Gleason descubrié que dando una combinacién de los grados de los dos patrones
mas frecuentes que se podia observar en cualquier muestra de un paciente particular era capaz de predecir mejor la
probabilidad de que un paciente particular mejorara o empeorara. Por lo tanto, aunque pueda parecer confusa, la
puntuacién de Gleason que da generalmente un médico a un paciente es realmente una combinacién o una suma
de dos numeros, y es suficientemente exacta para ser utilizada de forma extensa. Estas sumas o puntuaciones
combinadas de Gleason pueden ser determinadas del modo siguiente:

* La menor puntuacion posible de Gleason es 2 (1 + 1), en donde el patron primario y el secundario tienen un grado
de Gleason 1y, por lo tanto, cuando se adicionan ambos, su suma combinada es 2.

» Unas puntuaciones muy tipicas de Gleason podrian ser 5 (2 + 3), en donde el patrén primario tiene un grado de
Gleason 2 y el patrén secundario tiene un grado 3, 0 6 (3 + 3), un patrén puro.

+ Otra puntuacion tipica de Gleason puede ser 7 (4 + 3), en donde el patrén primario tiene un grado de Gleason 4 y
el patrén secundario tiene un grado 3.

 Finalmente, la puntuacion mas alta posible de Gleason es 10 (5 + 5), cuando los patrones primario y secundario
17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2546 193 T3

tienen ambos el grado de Gleason mas alterado que es 5.

Otro modo de determinar el estadio del cancer de préstata es usando el sistema TNM. Este describe la extension del
tumor primario (estadio T), la ausencia o la presencia de propagacion a los ganglios linfaticos vecinos (estadio N) y
la ausencia o la presencia de propagacion distante, o0 metastasis (estadio M). Cada categoria de la clasificacién TNM
se divide en subcategorias representativas de su estadio particular. Por ejemplo, los tumores primarios (estadio T)
se pueden clasificar en:

T1: El tumor no se puede palpar en una exploracién rectal digital (DRE), o no se puede ver con estudios de
formacion de imagen, pero se han encontrado células cancerosas en la biopsia de una muestra;

T2: El tumor se puede palpar durante un DRE y el cancer esta limitado dentro de la glandula prostatica;

T3: El tumor se ha extendido por la capsula prostatica (una capa de tejido fibroso que rodea la glandula prostatica)
y/lo a las vesiculas seminales (dos pequefias bolsas préximas a la prostata que almacenan el semen), pero otros
organos no estan afectados;

T4: El tumor se ha propagado o fijado a tejidos cercanos a la préstata (con excepcion de las vesiculas seminales).
La implicacion de los ganglios linfaticos se divide en las 4 categorias siguientes:
NO: El cancer no se ha extendido a ningtin ganglio linfatico;

N1: El cancer se ha extendido a un solo ganglio linfatico regional (dentro de la pelvis) y no es mas mayor de 2
centimetros;

N2: El cancer se ha extendido a uno o a varios ganglios linfaticos regionales y es mayor de 2 centimetros, pero no
mas de 5 centimetros; y

N3: El cancer se ha extendido a un ganglio linfatico y es mayor de 5 centimetros (2 pulgadas).
La metéstasis se divide generalmente en las dos categorias siguientes:
MO: El cancer no tiene metastasis (diseminacién) mas alla de los ganglios linfaticos regionales; y

M1: El cancer tiene metastasis en ganglios linfaticos distantes (parte exterior de la pelvis), en los huesos, o en otros
organos distantes, tales como los pulmones, el higado o el cerebro.

Ademas, el estadio T se divide adicionalmente en las subcategorias Tla-c, T2a-c, T3a-c y T4a-b. Las caracteristicas
de cada una de ellas se conocen bien en la técnica y se pueden encontrar en muchos libros de texto.

Tal y como se emplea en esta memoria, la terminologia “marcador especifico de la prostata” se refiere a cualquier
molécula cuya presencia en la muestra indica que tal muestra contiene células de la prostata (0o un marcador de las
mismas). Por lo tanto, una “secuencia especifica de la prostata” se refiere a un acido nucleico o a una secuencia
proteica encontrada especificamente en las células de la préstata y que generalmente no esta en otros tejidos que
podrian “contaminar” una muestra concreta. Para mayor certeza, cuando se emplea una muestra de orina, el
segundo marcador especifico de la prostata de acuerdo con la presente invencion no tiene que expresarse
solamente en la prostata. De hecho, los marcadores que solo se expresan en un 6rgano o un tejido son muy raros.
Sin embargo, si el segundo marcador especifico de la préstata se expresa en un tejido que no es de la prostata, esta
expresion del tejido no prostatico no debe comprometer la especificidad de este segundo marcador, con la condicién
de que esto ocurra en células de tejidos o de érganos que normalmente no estan presente en la muestra de orina.
Asi, cuando la orina es la muestra, este segundo marcador especifico de la prostata no se expresa normalmente en
otros tipos de células (p. €j., células las vias del aparato urinario) que se encuentran en la muestra de orina. De
forma similar, si se emplea otro tipo de muestra (p. €j., una muestra de esperma), el segundo marcador especifico
de la prostata no debe ser expresado en otros tipos de células que se encuentran normalmente dentro de tal
muestra.

Muestra testigo. La expresion “muestra testigo” o “muestra normal” significa en esta memoria una muestra que no
contiene un cancer elegido especificamente. En una realizacién particular, la muestra testigo no contiene cancer de
préstata ni es indicativa de la ausencia de cancer de préstata. Las muestras testigo se pueden obtener a partir de
pacientes/individuos que no estan afectados de cancer de préstata. Se pueden utilizar también otros tipos de
muestras testigo. Por ejemplo, un marcador especifico de la préstata se puede utilizar para asegurar que la muestra
contiene células especificas de la préstata (este marcador se describe generalmente en esta memoria como el
segundo marcador especifico de la préstata). En un aspecto relacionado, se puede disefiar una reaccion testigo para
controlar el método mismo (p. €j., la extraccion celular, la captura, la reaccion de amplificacion o el método de
deteccion, el numero de células presente en la muestra, una combinacion de los mismos o cualquier etapa que se
pudiera vigilar para validar positivamente que la ausencia de una sefial (p. ej., la ausencia de la sefial PCA3) no es
el resultado de un defecto en una o en varias etapas). Una vez que se determina un valor umbral, se puede disefar
una muestra testigo dando una caracteristica sefial del valor umbral predeterminado y se puede emplear en los
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métodos de la presente invencion. Los ensayos de diagnostico/prondstico se caracterizan generalmente por los 4
indicadores siguientes del comportamiento: sensibilidad (Se), especificidad (Sp), valor predictivo positivo (VPP), y
valor predictivo negativo (VPN). La tabla siguiente presenta los datos utilizados para calcular los 4 indicadores del
comportamiento.

Tabla 1:

Enfermedad/estado

Presencia (+) | Ausencia (-)

Ensayo | (+) | A b a+b
()| C d c+d
A+c a+b

La sensibilidad se corresponde con la proporcion de personas que tienen un ensayo del diagndstico positivo que han
padecido de verdad la enfermedad o el estado (Se = al(a + c)). La especificidad se refiere a la proporcion de
personas que tienen un ensayo de diagnéstico negativo y las que no tienen la enfermedad o el estado (Sp = d/(b +
d)). El valor predictivo positivo se refiere a la probabilidad de tener realmente la enfermedad o el estado (p. €j.,
cancer de pulmén) cuando el ensayo de diagnéstico es positivo (VPP = a/(a + b)). Finalmente, el valor predictivo
negativo es indicativo de la probabilidad de no tener realmente la enfermedad/el estado cuando el ensayo de
diagnostico es negativo (VPN = c/(c + d)). Los valores se expresan generalmente en %. La Se y la Sp se refieren
generalmente a la precision del ensayo, mientras que el VPP y el VPN se refieren a su utilidad clinica.

Valor de corte (umbral). El valor umbral de la predisposicion o la presencia de cancer de préstata se define a partir
de una poblacién de pacientes sin cancer de prostata como la sefial promedio de polinucledtidos de PCA3, o de
fragmentos de los mismos, dividida por la sefial promedio de los polinucleotidos, los polipéptidos o los fragmentos
del segundo marcador especifico del cancer de prostata (p. ej., PSA), mas n desviaciones estandares (o la sefial
media promedio de las mismas). Los valores umbrales indicativos de la presencia o de la predisposicién a
desarrollar cancer de prostata pueden ser iguales o alternativamente, pueden ser valores diferentes. Puesto que los
marcadores tumorales en muchos casos no solo son producidos por células tumorales, la utilidad clinica obtenida a
partir de un marcador dado implica a menudo encontrar un equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad. Tal
compromiso se alcanza a menudo con un valor “umbral” especifico, que se basa empiricamente en los datos
recogidos. Se debe saber, por tanto, que un experto en la técnica a la cual pertenece la presente invencion sera
capaz, con una experimentacion rutinaria, de seleccionar un valor umbral concreto basandose en la especificidad y
la sensibilidad deseadas, el tipo de muestra usada, la preparacion de la misma, el estadio del cancer, el hecho de
que se emplea una razén mas que un nivel absoluto de expresion de PCA3, y otros factores tales descritos en esta
memoria. Mas especificamente, en el caso de PCAS3, la persona experta en la técnica puede escosger el valor umbral
para que sea superior o inferior a los valores de las razones de ejemplo de 132 x 10y 200 x 10, descritos en esta
memoria. Sin hacer especificamente un listado de los todos los valores utiles superiores e inferiores que se pueden
seleccionar para PCA3/PSA, y que estan dentro del alcance de la presente invencién, se debe saber que, por
ejemplo, una razén normalizada de 100 x 107%, 150 x 10, 175 x 10 0 250 x 107 podria ser seleccionada por un
técnico experto para elegir un nivel Util de especificidad y de sensibilidad. Ademas, cuando se determina el nivel
sérico de proteina PSA, se puede utilizar un umbral distinto del valor ejemplificado en esta memoria de 3 ng/ml, de
acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, un valor umbral de 5 ng/ml, 10 ng/ml, etc., se puede utilizar de
acuerdo con la presente invencién cuando se realiza opcionalmente una preseleccion de las muestras en las que
hay que someter a ensayo adicionalmente la razén PCA3/PCA. Los valores umbrales para determinar el estadio o
para determinar la agresividad (prondstico) del cancer de prdstata se definen a partir de una poblacion de pacientes
gue tienen cancer de prostata en diferentes estadios o con una agresividad diferente (puntuacién de Gleason) como
la sefial promedio de polinucledtidos de PCA3, o de fragmentos de los mismos, dividida por la sefial promedio de
polinucleétidos, polipéptidos o fragmentos de los mismos, de un segundo marcador especifico de la prostata (p. €j.,
PSA), mas n desviaciones estandares (o su sefial media promedio) para un estadio especifico del cancer de
prostata. Dependiendo de la especificidad y de la sensibilidad deseadas del ensayo y del estadio, grado o volumen
concreto del tumor de la préstata que se va a detectar, se escogera un valor umbral particular.

Las terminologias “nivel”’ y “cantidad” se emplean en esta memoria de forma intercambiable cuando hacen referencia
a PCA3, a PSA o a otro marcador que se esta midiendo.

Una persona experta en la técnica ha de saber que se pueden emplear numerosos métodos estadisticos en el
contexto de la presente invencién para determinar si el ensayo es positivo 0 negativo o para determinar el estadio, el
grado, el volumen particular del tumor de la prostata o su agresividad.

Variante. El término “variante” se refiere en esta memoria a una proteina o a una molécula de acido nucleico que es
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sustancialmente similar en estructura y actividad biolégica a la proteina o al acido nucleico de la presente invencién,
para mantener por lo menos una de sus actividades biolégicas. Asi, con la condicion de que dos moléculas posean
una actividad comudn y se puedan sustituir entre si, se consideran variantes, tal y como se emplea este término en
esta memoria, incluso si la composicion o la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria de una molécula no es
idéntica a la de la molécula encontrada en la otra secuencia, o si la secuencia de aminoéacidos o la secuencia de
nucleétidos no es idéntica.

Por una “muestra bioldgica” o una “muestra de un paciente” se entiende cualquier tejido o material obtenido a partir
de un ser humano vivo o muerto que pueda contener los acidos nucleicos diana de PCA3 y de PSA. Las muestras
incluyen, por ejemplo, cualquier tejido o material que pueda contener células especificas para las dianas de PCA3 y
de PSA (u otro marcador especifico de la prostata), tal como una biopsia de la prostata, orina, semen, lavados
vesicales u otros fluidos, tejidos o materiales corporales. La muestra preferida segln la presente invencién es una
muestra de orina recogida después de una exploracion rectal digital (u otros medios que aumentan el contenido en
células de la prostata de la orina). La muestra bioldgica se puede tratar para romper fisicamente el tejido o la
estructura celular, liberando de este modo los componentes intracelulares en una solucion que puede contener
adicionalmente enzimas, tampones, sales, detergentes y similares que se utilizan para preparar la muestra para el
andlisis. En una realizacion particular, la muestra es una muestra de orina tomada después de un DRE.

Otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion serdn mas evidentes después de la lectura de la
siguiente descripcion no restrictiva de las realizaciones preferidas de la misma, dadas Unicamente a modo de
ejemplo, haciendo referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Habiendo asi pues descrito la invencion en general, se hace ahora referencia a los dibujos adjuntos, mostrados a
modo de ilustracion de una realizacion preferida de la misma y en donde:

La Figura 1 muestra una realizacion de un principio del ensayo de la presente invencién.

La Figura 2 muestra un andlisis, basado en el gen de PCA3, de sedimentos urinarios después de una DRE extensa.
La Figura 2A muestra una representacion grafica de la sensibilidad sobre la especificidad. Los sedimentos urinarios
fueron obtenidos después de una DRE extensa de una cohorte de 108 hombres con niveles de PSA sérico >3 ng/ml.
La eficacia del diagndstico del ensayo basado en PCA3 de los sedimentos urinarios se visualiza con una curva de
rendimiento diagnéstico (ROC). Basandose en esta curva ROC, se determiné un nivel umbral de 200 x 107
Figura 2B muestra los valores de PCA3/PSA obtenidos a partir de los sedimentos urinarios de la Figura 2A, pero
resumidos en un diagrama de cajas. Se observa el valor de la mediana de PCA3/PSA (linea horizontal negra y
gruesa), valores atipicos (circulos abiertos) y extremos (estrellas). El valor umbral esta indicado por una linea
discontinua.

La Figura 3 muestra la significacion del pronostico con PCA3/PSA. Los sedimentos urinarios fueron obtenidos
después de una DRE extensa de una cohorte nueva de 136 hombres con niveles de PSA sérico >3 ng/ml. En un
diagrama de cajas, los valores de PCA3/PSA obtenidos a partir de estos sedimentos urinarios se correlacionaron
con la puntuacion de Gleason. Se mostraron el valor de la mediana de PCA3/PSA (linea horizontal gruesa y negra),
valores atipicos (circulos ablertos) y extremos (estrellas). Debido a pequefios ajustes en el ensayo, se determind un
nuevo valor umbral de 132 x 10 gue se indica por una linea discontinua.

La Figura 4 muestra que el comportamiento de PCA3/PSA correlacionado con la puntuacion de Gleason. En 49
pacientes, el cancer fue identificado mediante evaluacién histopatolégica de las biopsias. En este caso, la
distribucion de las puntuaciones de Gleason se muestra en los casos en los que el ensayo de PCAS/PSA era
posmvo/verdadero posmvo y en los que el ensayo era negativo, empleando un valor umbral de 132 x 107 para la
razon PCA3/PSA. Los nimeros de los casos estan en el gje y.

La Figura 5 muestra una realizacion de la presente invencidon en donde se muestra una correlacion entre las
puntuaciones de Gleason (sin cancer y puntuaciones 4-9) y la razén media y mediana para los ARNm de PCA3/PSA
en biopsias.

La Figura 6 es similar a la Figura 5 salvo que la correlacién entre las puntuaciones de Gleason (sin cancer y
puntuaciones 4-9) y la razén entre la media y la mediana para los ARNm de PCA3/PSA se presenta como un
grafico.

La Figura 7 muestra la sensibilidad por grado del método de la presente invencion, usando un umbral de PCA3/PSA
de 132x 107

La Figura 8 es similar a la Figura 7 salvo que los resultados se presentan en un grafico.

La Figura 9 muestra la relacién entre eI volumen tumoral promedlo y las razones particulares de los ARNm de
PCA3/PSA (es decir, inferior a 132 x 1073 y superior a 132 x 10° )
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Descripcion de realizaciones ilustrativas

Uno de los desafios principales para los marcadores en el cancer de prostata es cumplir con los requerimientos de
un ensayo diagnoéstico que también pronostique el comportamiento clinico del cancer de préstata. El gen PCA3 se
hiperexpresa fuertemente en el cancer de prostata cuando se compara con las células epiteliales no cancerosas de
la prostata, debido a un Unico mecanismo de regulacion de la transcripciéon. En esta memoria se muestra que las
células agresivas son mas invasivas y por tanto mas susceptibles de movilizarse vy filtrarse en el sistema ductal.
Ademas, se ha mostrado de forma inesperada que la razon PCA3/segundo marcador especifico de la préstata (p.
ej., PSA) esté correlacionada con el volumen del tumor. Por lo tanto, después de una DRE extensa, la razén
PCA3/PSA de los ARNm se puede correlacionar con el estadio, el grado, el volumen del tumor y de este modo, con
la agresividad biolégica del cancer de préstata, posibilitando asi un diagndstico y un pronéstico del cancer mas
exactos, asi como la prescripcion médica de un régimen de tratamiento mas apropiado para el paciente.

La Tabla 4 muestra la expresion de PCA3 en la prostata. La Tabla 6 muestra una comparacion de la expresion del
ARNm de PCAS3 en la préstata. La Tabla 7 muestra la correlacion entre PCA3/PSA y la malignidad del cancer de
prostata.

En una realizacion, se sometid a ensayo prospectivo una cohorte nueva de pacientes que ingresaron en la clinica
con niveles séricos de PSA elevados (> 3 ng/ml). Los pacientes recibieron informacion sobre el estudio y firmaron su
consentimiento para entrar en el estudio. Para la determinacion histolégica, se realizd6 una biopsia guiada por
ultrasonidos para estudiar la presencia o la ausencia de cancer. En 49 pacientes, el cancer fue identificado por la
evaluacion histopatoldgica de las biopsias. Se compraron la histologia y la razén entre los ARNm de PCA3/PSA
obtenidos inmediatamente antes de las biopsias.

Asombrosamente, se observo una correlacion clara entre la puntuacion de Gleason y el nivel de la razon PCA3/PSA
de los ARNm (Figuras 3, 5y 6). Posteriormente, se estudié la distribucién de los grados de Gleason en los casos en
los que el ensayo era positivo/verdadero positivo y en los que el ensayo era negativo. Los falsos negativos tenian
claramente un grado menor que los verdaderos positivos.

La razon entre los ARNm de PCA3 y PSA analizada en sedimentos urinarios después de un DRE extendido se
muestra, por lo tanto, como un parametro para el prondstico y para el tratandstico.

A pesar de numerosos avances en estos Ultimos afios, la precision con la que se puede estadificar y pronosticar a
una persona que padece cancer de préstata esta lejos de ser 6ptima. Una de las razones es que los marcadores de
la prostata PSA y PSM se expresan en células normales y cancerosas, y su expresion tiende a disminuir en los
tumores mal diferenciados (que son generalmente los de tipo mas agresivo). Por lo tanto, el diagnéstico y el
pronostico se vuelven cada vez menos especificos y sensibles cuando los tumores tienden a estar mal diferenciados
(grado de tumor en aumento) e incluso pueden escaparse del diagndstico.

Por otra parte, PCA3 esta fuertemente hiperexpresado en el cancer de préstata cuando se compara con células
epiteliales no cancerosas de la prostata, y la expresion de PCA3 esta restringida a la prostata debido a un Unico
mecanismo de regulacion de la transcripcion (Vearhaegh y col., 2000, J. Biol. Chem. 275:37496-37503). Se expresa
de forma diferencial en las células cancerosas y en las células normales de la prostata, y su expresion no disminuye
significativamente con el incremento del grado del tumor. PCA3 podria ser por ello una herramienta Util que podria
superar los inconvenientes de PSA y de PSM en el diagndstico, la estadificacion y el tratamiento de los pacientes
con cancer de prostata.

Aunque PCA3 ha mostrado ser una herramienta muy especifica y sensible para el diagnéstico, su valor como
herramienta para el pronéstico y el tratamiento y el diagnéstico no se habia establecido nunca antes de la presente
invencion. La presente invencion muestra que la expresion de PCA3 se correlaciona con la agresividad bioldgica vy,
por lo tanto, se puede utilizar como un marcador para el pronostico y/o el tratandstico. Ademas, la presente
invencién establece la utilidad de la razén entre el nivel de expresiéon de PCA3/PSA como un factor muy eficaz para
el prondstico/tratandstico. Adicionalmente, los inventores han descubierto que el valor de la raz6n de la expresién de
PCA3/PSA en una muestra es una herramienta para el pronéstico/tratanostico muy sensible y especifica que se
correlaciona con el grado del tumor, el volumen del tumor y la agresividad del cancer. El uso de los marcadores de la
préstata PCA3 y PSA, y el hecho de que los niveles de expresion de PSA tienden a disminuir con la agresividad del
cancer de proéstata, (que aumentaria el valor de la razén, un hecho que todavia se discute en la técnica) contribuyen
a la sensibilidad y a la especificidad de los métodos de diagndstico y de prondstico de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion describe por primera vez métodos especificos y sensibles para el prondstico del
cancer de prostata en un paciente mediante la deteccion del nivel de expresién (cantidad) del ARN codificado por el
gen de PCA3 en relacion con el nivel de expresion del ARN codificado por el gen de PSA en una muestra. El valor
de la razon PCA3/PSA entre sus niveles de expresion se correlaciona con la presencia o la ausencia de cancer de
préstata y posibilita el establecimiento del estadio o de la agresividad de la enfermedad para determinar el
pronostico del cancer. Esto es particularmente util para determinar el grado de gravedad de la enfermedad, para
predecir su evolucion y, lo mas importante, para elegir inmediatamente el tipo de tratamiento adecuado para el
paciente para incrementar sus posibilidades de recuperacion.
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Generalmente, la predisposicion a desarrollar cancer de préstata, la presencia de cancer de préstata o la agresividad
del cancer de préstata, se pueden detectar en los pacientes basandose en la presencia de una elevada cantidad de
polinucleétidos de PCA3 en una muestra biolégica (p. €j., una muestra de orina después de un DRE) en relacion con
la cantidad de polinucleétidos de PSA (raz6n PCA3/PSA). Los cebadores y las sondas de polinucleétidos se pueden
utilizar para detectar el nivel de los ARNm que codifican PCA3 y PSA, cuya razon es indicativa de la predisposicion,
la presencia, la ausencia y la agresividad (estadio) del cancer de préstata. En general, la expresion elevada de un
marcador de PCA3 en relacién con un marcador de PSA en una muestra biolégica, cuando se compara con
muestras testigos normales, indica que la muestra contiene cancer de prostata o es susceptible de desarrollar
cancer de préstata. En el caso especifico en el que la muestra es positiva para cancer de préstata, el valor de la
razén entre los niveles de expresion de PCA3 y PSA se correlaciona con un estadio particular de la progresion o de
la agresividad del cancer de préstata (p. €j., una puntuacion concreta de Gleason, volumen del tumor, etc.).

En una realizacion, los marcadores de PCA3 y de PSA de la presente invencion son acidos nucleicos tales como el
ARNmM de PCA3 y de PSA o fragmentos de los mismos asociados al cancer de prostata. El &cido nucleico de PCA3
puede tener la secuencia de nucleétidos descrita en las SEQ ID n.°® 1 o 2. Sin embargo, la terminologia “acidos
nucleicos de PCA3” o similares no esta limitada a las secuencias de SEQ ID n.”® 1 o0 2, o a fragmentos o a
complementos de las mismas. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico de PCA3 también se encuentran en
GenBank® con el nimero de entrada AF103907. Ademas, las secuencias que son muy homélogas a tales
secuencias, fragmentos o complementos de las mismas, también se pueden utilizar de acuerdo con la presente
invencion. La secuencia de nucleétidos de PSA puede tener la secuencia de nucleotidos descrita en la SEQ ID n.°
38. Por supuesto, se ha de saber que porciones o fragmentos de PCA3 y de PSA (p. €]., los acidos nucleicos de
PCA3 y de PSA) se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencién y, por tanto, también se consideran
marcadores de PCA3 y de PSA.

Un ejemplo no limitativo de un método de diagnéstico y de prondstico/tratandstico para el cancer de prostata
comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica con al menos un sonda o un cebador oligonucleotidico que
se hibrida con el &cido nucleico de PCA3 y detectar un nivel de oligonucledtido que se hibrida con el mismo; (b)
poner en contacto la muestra bioloégica con al menos una sonda o un cebador oligonucleotidico que se hibrida con el
acido nucleico de PSA y detectar un nivel de oligonucleétido que se hibrida con el mismo; y (c) determinar la razon
entre el nivel de oligonucledtido que se hibrida con PCA3 y el nivel de oligonucleétido que se hibrida con PSA. El
valor de la razon entre PCA3 y PSA detectados se puede comparar con un valor umbral predeterminado y a partir
del mismo se puede establecer la predisposicion, la presencia, la ausencia y el estadio del cancer de prostata, asi
como el volumen aproximado del tumor en el paciente.

En general, el pronostlco de un paciente se determina como desfavorable (es decir, un cancer muy agresivo) cuando
el valor de la razon PCA3/PSA de los ARNm es superior a 200 x 102, Un prondstico intermedio se refiere a una
razén PCA3/PSA de los ARNm entre 75 x 10 y 200 x 10° ,y un pronostlco favorable o con poco riesgo se
corresponde con un valor de la razén PCA3/PSA de los ARNm entre 0y 75x 107°. Las puntuaciones de Gleason que
estan asociadas con estas razones son >7; 6-7; y 0-5, respectivamente. Por supuesto los intervalos mencionados
anteriormente de los valores de la razén podian diferir dependiendo de la sensibilidad y de la especificidad deseadas
del ensayo y de la eleccién del segundo marcador especifico de préstata. Asi, el experto en la técnica podra utilizar
(y adaptar) diferentes valores umbrales o de corte segun de los requisitos particulares de la prueba.

En una realizacion particular, el nivel de polipéptido de un segundo marcador especifico de préstata (p. ej., PSA) se
puede utilizar para determinar una razén PCA3/segundo marcador especifico de prostata. Asi, un método de
diagndstico, pronostico y tratanéstico para el cancer de prostata también puede comprender: (a) poner en contacto
una muestra bioldgica con al menos una sonda o un cebador oligonucleotidico que se hibrida con un acido nucleico
de PCA3 y detectar un nivel de oligonucleétido que se hibrida con el mismo; (b) poner en contacto la muestra
biolégica con al menos un anticuerpo que se hibrida con el polipéptido de PSA y detectar un nivel de polipéptido que
se hibrida con el mismo; y (c) determinar la razon entre el nivel de oligonucle6tido que se hibrida con PCA3 y el nivel
de anticuerpo que se hibrida con el polipéptido de PSA (es decir, determinar la razén entre los niveles de expresion
de PCA3/PSA). El valor de la razén entre PCA3 y PSA detectado se puede comparar con un valor umbral
predeterminado y, de este modo, se puede establecer la predisposicion, la presencia, la ausencia y el estadio del
cancer de prostata, asi como el volumen aproximado del tumor en el paciente. Por supuesto, y tal y como se
ejemplifica mas abajo en esta memoria, la razén PCA3/PSA se puede determinar basandose en la deteccion del
ARNmM de PCA3 y de PSA.

Los métodos como se describen en la presente memoria también se pueden utilizar para vigilar la progresion del
cancer de préstata en un paciente. En esta realizacion particular, los ensayos descritos anteriormente se realizan a
lo largo del tiempo y se evalla la variacion de la razdn entre el nivel de expresion de los &cidos nucleicos o las
proteinas de PCA3 y de PSA presentes en la muestra (p. €j., muestra de orina). El cancer de préstata se considera
generalmente que esta progresando cuando la razén entre los niveles de expresion detectados de PCA3 y de PSA
aumenta con el tiempo. En cambio, un cancer se considera que no estd progresando cuando la razén entre los
niveles de expresion de PCA3 y de PSA disminuye o permanece constante a lo largo del tiempo.

En un aspecto relacionado, es posible verificar la eficacia de la amplificacién y/o de la deteccién del acido nucleico
solamente realizando reaccion(ones) con testigos externos con acidos nucleicos diana testigos, altamente
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purificados, afiadidos a la mezcla de reaccién de la amplificacion y/o de la deteccion. Alternativamente, la eficacia de
la recuperacion del acido nucleico a partir de células y/o de organulos, el nivel de inhibicién de la amplificacion y/o la
deteccion del acido nucleico (si esta presente) se pueden verificar y estimar con la adicién, a cada muestra del
ensayo, de células o elementos celulares de testigo (p. €j., un nimero definido de células procedentes de una linea
celular de cancer de préstata que expresa PCA3 y un segundo marcador), en comparacioén con reaccion(ones) con
testigo(s) externo(s). Para verificar la eficacia de ambos, la preparacién y la amplificacién de las muestras y/o la
deteccién, tales reaccién(ones) con testigo(s) externo(s) se pueden realizar con una muestra del ensayo de
referencia 0 una muestra en blanco enriquecida con células, elementos celulares y/o particulas viricas portadoras de
la(s) secuencia(s) de acido nucleico testigo. Por ejemplo, una sefial procedente de las secuencias del testigo interno
(IC) presentes en las células, los virus y/o los elementos celulares afiadidos a cada muestra del ensayo, que es mas
baja que la sefial observada con la(s) reaccién(ones) con testigo externo, se puede explicar por la lisis incompleta
y/o la inhibicion de los procesos de amplificacion y/o de deteccidon de una muestra dada del ensayo. Por otra parte,
una sefial procedente de las secuencias IC que es similar a la sefial observada con la(s) reaccién(ones) como
testigo externo, confirmaria que la preparaciéon de la muestra que incluye la lisis celular es eficaz y que no hay una
inhibicion significativa de los procesos de amplificaciéon y/o deteccibn de una muestra dada del ensayo.
Alternativamente, la verificacion de la eficacia de la preparacion de la muestra, sélo se puede realizar usando
testigo(s) externo(s) analizado(s) por métodos distintos al ensayo de los &cidos nucleicos (p. ej., andlisis con
microscopia, espectrometria de masas o inmunoensayos).

Por lo tanto, en una realizacion particular, los métodos de la presente invencion emplean acidos nucleicos
purificados, células de la préstata o particulas viricas que contienen secuencias de acido nucleico que sirven como
dianas para un testigo interno (IC) en ensayos de prueba de &cidos nucleicos para verificar la eficacia de la lisis
celular y de la preparacion de la muestra, asi como el comportamiento de la amplificacion y/o de la deteccion del
acido nucleico. Mas ampliamente, el IC sirve para verificar cualquier etapa seleccionada del procedimiento de la
presente invencion.

El IC en la PCR, o en las técnicas de la amplificacion relacionadas, puede ser ADN plasmidico muy purificado,
superenrollado o linealizado por digestion con una endonucleasa de restriccion, y purificado de nuevo. Los moldes
de IC superenrollado se amplifican con mucha menos eficacia (aproximadamente 100 veces menos) y de una
manera menos reproducible que los moldes de acido nucleico de IC linealizados y purificados de nuevo. Por lo tanto,
los testigos IC para la amplificacién y la deteccién de la presente invencion se preparan preferiblemente con moldes
de &cido nucleico de IC linealizado y purificado de nuevo, cuando se emplean tales tipos de IC.

Los acidos nucleicos, las células y/o los organulos se incorporan en cada muestra del ensayo con la concentracion
apropiada para obtener una amplificacién/deteccion eficaces y reproducibles del IC, basandose en realizar el ensayo
durante la optimizacion del ensayo. El numero éptimo de células testigo afiadidas, que es dependiente del ensayo,
es preferentemente el nimero minimo de células que permite una sefial de deteccion de IC altamente reproducible,
sin tener ningun efecto perjudicial significativo sobre la amplificacion y/o la deteccion de otra(s) diana(s) genética(s)
del ensayo basado en el acido nucleico. Una muestra a la que se afiaden los acidos nucleicos linealizados y
purificados, las células, las particulas viricas o los elementos celulares, se denomina generalmente una “muestra
enriquecida”.

En determinadas realizaciones, la cantidad de ARNm se puede detectar mediante un ensayo basado en la RT-PCR.
En la RT-PCR, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se aplica junto con la transcripcion inversa. En tal
ensayo, se pueden utilizar por lo menos dos cebadores oligonucleotidicos para amplificar una porcién del ADNc de
PCA3 o de PSA obtenido a partir de una muestra bioldgica, en donde por lo menos un oligonucleétido es especifico
(es decir, se hibrida) con un polinucleétido que codifica el ARN de PCA3 o de PSA. Los ADNc amplificados se
pueden separar a continuacion y detectar usando métodos que son bien conocidos en la técnica, tales como la
electroforesis en gel y la tincidon con bromuro de etidio. La amplificacion se puede realizar sobre muestras biolégicas
tomadas a partir de un paciente del ensayo y de una persona que no esta afectada con cancer de prostata (muestra
testigo), o empleado otros tipos de muestras testigo. La reaccion de amplificacion se puede realizar con distintas
diluciones de ADNc (o directamente con distintas diluciones de la muestra bioldgica) que incluyen, por ejemplo, dos
ordenes de magnitud. Un valor de la razén superior a un valor umbral predeterminado es indicativo de la presencia,
la predisposicion a desarrollar cancer de prostata, o de un estadio especifico de progresion (agresividad) del cancer
de prostata. En general, la expresién elevada del acido nucleico de PCA3 en relacion con la expresion del acido
nucleico de PSA en una muestra biolégica, en comparacion con muestras testigo, indica la presencia o
alternativamente, la predisposicién a desarrollar cancer de pulmén. Un valor caracteristico de la razén también es
indicativo del estadio y de la agresividad del cancer de prostata detectado.

En otras realizaciones, los ARNm de PCA3 y de PSA se detectan en un extracto de acido nucleico procedente de
una muestra biolégica mediante un método de amplificacion in vitro del ARN denominado amplificacion basada en la
secuencia de acidos nucleicos (NASBA). Se han descrito numerosas técnicas de amplificacion y se pueden adaptar
facilmente a las necesidades particulares de una persona con los conocimientos habituales. Ejemplos no limitativos
de las técnicas de amplificacién incluyen la amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA), la amplificacion
basada en la transcripcion, el sistema de la replicasa de QB y NASBA (documento de patente US 6.124.120; Kwoh y
col., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177; Lizardi y col., 1988, BioTechnology 6:1197-1202; Malek y col.,
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1994, Methods Mol. Biol., 28:253-260; y Sambrook y col., 2000, véase mas arriba). Otros ejemplos no limitativos de
los métodos de amplificacién incluyen la amplificaciéon por circulo rodante (RCA); la amplificacion mediada con sefial
con tecnologia de ARN (SMART); la reaccion de amplificacion con division de complejo (SCAR); la amplificacion de
ARN con division del promotor (SPAR).

La amplificacién y/o la deteccion de las secuencias de ARN de PCA3 y de PSA se pueden realizar simultaneamente
(p. €j., ensayos de amplificacion en formato multiple en tiempo real). Alternativamente, las sondas de
oligonucleétidos que se hibridan especificamente en condiciones rigurosas con un acido nucleico de PCA3 o de
PSA, se pueden utilizar en un ensayo de hibridacion de acidos nucleicos (p. €j., transferencias de tipo Southern y
Northern, transferencia puntiforme, transferencia por ranuras, hibridacién in situ y similares) para determinar la
presencia y/o la cantidad de polinucleétido de PCA3 y de PSA en una muestra biolégica.

Alternativamente, los oligonucledtidos y los cebadores se podian disefiar para secuenciar directamente y determinar
la presencia de secuencias de PCA3 especificas del cancer de préstata y de PSA en la muestra del paciente,
después de una etapa de amplificacién. Tales métodos de diagndstico basados en la secuenciacion estan
automatizados y se incluyen en la presente invencion.

La agresividad de los carcinomas esta asociada a un potencial invasivo creciente de las células cancerosas
(confirmado por una disminucion de la regulacion del gen de E-caderina supresor de la invasion, en el cancer de
prostata con alto grado de agresividad). Es méas probable que estas células invasivas se movilicen e invadan el
sistema ductal. La presente invencion tiene ventajas por el hecho de que la fraccion de células invasivas en el
sedimento urinario se incrementard después de una DRE extensa. Por lo tanto, segun la presente invencion, una
muestra preferida que se va a someter a ensayo es la orina obtenida después de una exploracion rectal digital o de
cualquier otro método que permita un aumento del nUmero de células de la préstata en la muestra. Por supuesto,
otras muestras tales como semen, orina y semen mezclados y lavados vesicales se pueden utilizar segun la
presente invencién, mientras la muestra contenga suficiente material para permitir la deteccion de los &cidos
nucleicos de PCA3 y de PSA (o de otro segundo marcador especifico de la préstata).

Sintesis de acido nucleico

El &cido nucleico (p. ej., ADN o ARN) para poner en practica la presente invencion se puede obtener segin métodos
bien conocidos.

Las moléculas de &cido nucleico que se describen en la presente invencién incluyen las obtenidas por clonacién, asi
como las sintetizadas quimicamente. De forma similar, se puede sintetizar un oligdmero que se corresponde con la
molécula de &cido nucleico, o con cada uno de los fragmentos divididos. Tales oligonucledtidos sintéticos se pueden
preparar, por ejemplo, por el método del triester de Matteucci y col., J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191 (1981) o con
un sintetizador de ADN automatizado.

Un oligonucleétido se puede obtener sintéticamente o por clonacion. Si es necesario, los extremos 5' de los
oligbmeros de pueden fosforilar con la quinasa de polinucleétidos de T4. La fosforilacion de las cadenas sencillas
antes de la reasociacion o para marcar se puede conseguir con un exceso de la enzima. Si la fosforilacion es para
marcar la sonda, el ATP puede contener radiois6topos con una actividad especifica muy alta. Entonces, el oligdbmero
de ADN se puede someter a reasociacion y ligacion con la ligasa de T4 o una similar. Por supuesto, la marcacion de
una secuencia de acido nucleico se puede realizar mediante otros métodos conocidos en la técnica.

Cebadores y sondas

Un experto en la técnica puede seleccionar los cebadores de acido nucleico segiin métodos conocidos en la técnica.
Las muestras que se van a someter a ensayo incluyen, pero no deben ser limitadas a, las muestras del ARN
procedentes del tejido humano.

Se describen cebadores de acido nucleico y sondas que son complementarios a una secuencia de nucleétidos que
consiste en por lo menos 10 nucle6tidos consecutivos (preferiblemente, 12, 15, 18, 20, 22, 25 o 30 [por supuesto, la
secuencia podria ser mas larga, véase mas abajo]) procedentes de la molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia polinucleotidica que es al menos idéntica en un 90% a una secuencia seleccionada del grupo
consistente en:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica el ARNm de PCA3 que comprende la secuencia de nucleétidos SEQ
IDn°1o2;

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica el ARNm de PSA que comprende la secuencia de nucleétidos SEQ ID
n.°38;y

(c) una secuencia de nucleétidos complementaria a cualquiera de las secuencias de nucleétidos de (a) o (b).

Se describe un acido nucleico para detectar y cuantificar especificamente, en una muestra, la presencia de
secuencias de acido nucleico de PCA3 que estan asociadas al cancer de prostata, que comprende las moléculas de
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acido nucleico descritas anteriormente o al menos un fragmento de las mismas, que se une en condiciones rigurosas
con el acido nucleico de PCA3. En un aspecto relacionado, se describe un acido nucleico para la deteccion
especifica y la cuantificacién, en una muestra, de la presencia de secuencias de acido nucleico de PSA, que
comprende las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente o al menos un fragmento de las mismas que se
une, en condiciones rigurosas, a los acidos nucleicos de PSA.

Se describen oligos que se dirigen especificamente hacia la diana y permiten la amplificacion (es decir, por lo menos
un cebador para cada diana) de las secuencias de ARN de PSA y PCA3 asociadas al cancer de prostata.

Las sondas o los cebadores oligonucleotidicos tal y como se describen en la presente invencién pueden tener
cualquier longitud adecuada, dependiendo del formato particular del ensayo y de las necesidades particulares y de
las secuencias diana empleadas. En una realizacion preferida, las sondas o los cebadores oligonucleotidicos tienen
una longitud de al menos 10 nucleétidos (preferiblemente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32...) y pueden estar adaptados para ser especialmente adecuados para un sistema
elegido de amplificacién de &cidos nucleicos. Las sondas y los cebadores mas largos también estan dentro del
alcance de la presente invencién, y son bien conocidos en la técnica. Los cebadores que tienen mas de 30, mas de
40, méas de 50 nucledtidos, y las sondas que tienen mas de 100, mas de 200, més de 300, mas de 500 méas de 800 y
méas de 1000 nucledtidos de longitud, también estan incluidos en la presente descripcion. Por supuesto, los
cebadores mas largos tienen la desventaja de ser mas costosos y, por ello, los cebadores que tienen entre 12 y 30
nucleétidos de longitud se disefian y se emplean generalmente en la técnica. Tal y como se conoce bien en la
técnica, las sondas en el intervalo de 10 a mas de 2000 nucleétidos de longitud, se pueden utilizar en los métodos
de la presente invencion. En cuanto al % de identidad descrito anteriormente, los tamafios no descritos
especificamente de sondas y de cebadores (p. €j., 16, 17, 31, 24, 39, 350, 450, 550, 900, 1240 nucledtidos,...)
también estan dentro del alcance de la presente descripcion. Las sondas o cebadores oligonucleotidicos que se
describen la presente invenciéon se pueden hibridar especificamente con un ARN de PCA3 (o con su secuencia
complementaria) o un ARNm de PSA. Més preferiblemente, los cebadores y las sondas de PCA3 se escogeran para
detectar un ARN de PCAS3 que esté asociado al cancer de prostata. En una realizacion, las sondas y los cebadores
utilizados en la presente invencién no se hibridan con los genes de PCA3 o de PSA (es decir, permite distinguir el
gen y el &cido nucleico expresado de PCA3 o de PSA). Debido a las similitudes estructurales y de la secuencia del
gen de PSA con otros miembros de la familia de genes de la calicreina, la seleccion apropiada de secuencias de
PSA para servir como sondas o cebadores especificos de PSA es importantes para los métodos de amplificacion y/o
de deteccion de los acidos nucleicos especificos de PSA.

En otra realizacion, otros marcadores especificos de la priostata se pueden utilizar de acuerdo con la presente
invencion. Ejemplos Utiles de cebadores adecuados para PSA, hK2/KLK2, PSMA, la amplificacién y la deteccion (p.
ej., el documento de patente estadounidense n°® 6.551.778) son bien conocidos en la técnica, asi como los
cebadores para la transglutaminasa 4, la fosfatasa acida y PCGEML1. En una realizacion, el oligonucleétido de PSA
también se puede hibridar con otros miembros de la familia de la calicreina, tales como la calicreina 2 (hK2/hKLK2).
Un ejemplo de tales oligonucleétidos es la SEQ ID n. 39. Por supuesto, también se pueden utilizar los
oligonucleédtidos de PSA que son especificos de PSA (es decir, disefiados para que no se hibriden con otros
miembros de la familia de la calicreina). El experto en la técnica puede determinar facilmente la especificidad de los
cebadores o de las sondas seleccionados mediante alineamientos/bUsquedas por ordenador con bases de datos
bien conocidas (p. €j., GenBank®).

Tal y como se conoce corrientemente en la técnica, las sondas y los cebadores oligonucleotidicos se pueden disefiar
teniendo en consideracion el punto de fusion de la hibridacion de los mismos con su secuencia diana (véase mas
abajo y en Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning — A Laboratory Manual, 2.2 ediciéon, CSH Laboratories; Ausubel
y col., 1994, en “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons, N.Y.).

Para permitir que tenga lugar la hibridacion en las condiciones del ensayo de la presente invencion, los cebadores y
las sondas oligonucleotidicos deben comprender una secuencia de oligonucleétidos que tenga por lo menos el 70%
de identidad (por lo menos el 71%, 72%, 73%, 74%), preferiblemente por lo menos el 75% (75%, 76%, 77%, 78%,
79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%) y mas preferiblemente por lo menos una identidad
del 90% (90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97, 98%, 99%, 100%) con una porcién de un polinucledtido de
PCA3 o de PSA. Las sondas y los cebadores de la presente invencion son los que se hibridan con una secuencia de
acido nucleico (p. €j., ADNc o ARNm) de PCA3 o de PSA en condiciones de hibridacién rigurosas y los que se
hibridan con homélogos del gen de PCA3 y de PSA en condiciones al menos moderadamente rigurosas. En
determinadas realizaciones, las sondas y los cebadores que se describen la presente invencién tienen una identidad
de secuencia total con las secuencias de los genes de PCA3 o de PSA (p. €j., ADNc o ARNm). Sin embargo,
también se pueden utilizar en la presente invencion las sondas y los cebadores que difieren de las secuencias
génicas nativas de PCA3 o de PSA que conservan la capacidad de hibridarse con una secuencia nativa del gen de
PCA3 o de PSA en condiciones rigurosas. Se debe saber que se podrian disefar faciimente otras sondas y
cebadores, y se podrian utilizar en la presente invencion, basandose en la secuencia de acido nucleico de PCA3 y
de PSA descrita en esta memoria (SEQ ID n.”® 1, 2 y 36) mediante los métodos de alineamiento y de andlisis de
secuencia por ordenador conocidos en la técnica (véase, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicion,
editado por Cold Spring Harbor Laboratory, 2000).
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Por ejemplo, se puede disefiar un cebador para que sea complementario a un ARN pequefio de PCA3 que esta
asociado a un estado maligno del cancer de prostata, mientras que un ARN largo de PCA3 esta asociado a un
estado no maligno (benigno) del mismo (documento PCT/CA00/01154 publicado con el nimero WO 01/23550). De
acuerdo con la presente invencion, el uso de tal cebador con los distintos reactantes necesarios, daria lugar a un
producto de la amplificacion solamente cuando un ARN pequefio de PCA3 asociado al cancer de prostata esta
presente en la muestra. EIl PCA3 mas largo (p. €j., que tiene una secuencia intercalada) no daria lugar a ningun
amplicén. Por supuesto, la amplificacion se podria disefiar de modo que se amplifique un ARNm pequefio de PCA3
(que carece de todos o de la mayoria de los intrones) y uno largo (que tiene al menos un intrén o una parte del
mismo). En tal formato, el ARNm largo de PCA3 se podria utilizar como el segundo marcador especifico de la
préstata.

En otra realizacion, se podrian disefar parejas de cebadores (0 sondas) especificas para PCA3 o PSA para evitar la
deteccion de los genes de PCA3 o de PSA o de los ARN de PCA3 o de PSA sin cortar ni empalmar. Por ejemplo, las
secuencias de los cebadores que se van a utilizar en la presente invencion podrian abarcar dos exones contiguos,
de modo que no se pudieran hibridar con una unién exén/intrén de los genes de PCA3 o de PSA. El producto de la
amplificacion obtenido por el uso de tal cebador serd sin el intron entre dos exones elegidos (para ejemplo de tales
cebadores y sondas, véanse las Tablas 2 a 4 mas abajo). Por lo tanto, no se amplificarian las variantes sin cortar ni
empalmar ni el ADN gendmico. Una persona experta en la técnica reconocerad que se pueden disefiar numerosas
sondas y que se pueden emplear de acuerdo con muchas realizaciones de la presente invencion. Esos ensayos se
pueden adaptar con la secuencia de PCA3 y la del segundo marcador especifico de la prostata. Por supuesto, se
pueden disefar diferentes parejas de cebadores (y de sondas) a partir de cualquier parte de las secuencias de
PCA3 (SEQ ID n.”® 1, 2; véanse las Tabla 1-3 para ejemplos no limitativos de los cebadores y de las sondas que se
pueden utilizar para amplificar o detectar PCA3). Por supuesto, los cebadores y Ias sondas también se podian
disefiar basandose en la secuencia de PSA mostrada en la SEQ ID n.° 38 (GenBank®, niimero de entrada M27274),
asi como en la secuencia de otros miembros de la familia de la calicreina, que son bien conomdos en la técnica, o
cualquier otro segundo marcador escogido, especifico de la préstata (p. ej., KLK2 (GenBank namero de entrada
NM005551), PSMA (GenBank®, numero de entrada BC025672), transglutaminasa 4 (GenBank namero de entrada
BC007003), fosfatasa acida (GenBank ntimero de entrada BC016344), PCGEM 1 (GenBank®, niimero de entrada
AF223389).

Las sondas descritas en la presente invencion se pueden utilizar con cadenas principales de azucar y fosfato que
aparecen en la naturaleza, asi como con cadenas principales modificadas que incluyen fosforotioatos, ditionatos,
fosfonatos de alquilo y a-nuclettidos y similares. Las cadenas principales de azlcar y fosfato modificadas estan
ilustradas en general por Miller, 1988, Ann. Reports Med. Chem. 23:295 y Moran y col., 1987, Nucleic Acids Res.,
14:5019. Las sondas de la invencion se pueden construir a base de &acido ribonucleico (ARN) o de &cido
desoxirribonucleico (ADN), y preferiblemente de ADN.

Aunque la presente invencion no depende especificamente del uso de un marcador para detectar una secuencia de
acido nucleico concreta, dicho marcador puede ser beneficioso al incrementar la sensibilidad de la deteccion.
Ademas, permite la automatizacion. Las sondas se pueden marcar segun numerosos métodos bien con00|dos
(Sambrook y col., 2000, véase mas arriba). Ejemplos no limitativos de marcadores detectables incluyen ®H, ¥c, *%p
y *°S, ligandos, quoroforos agentes quimioluminiscentes, enzimas y anticuerpos. Otros marcadores detectables para
el uso con sondas, que pueden permitir un aumento de la sensibilidad del método de la invencién, incluyen biotina y
radionucledtidos. Para un experto en la técnica sera evidente que la eleccion de un marcador particular dicta la
manera en la cual se une a la sonda.

Tal y como se sabe en general, los nucledtidos radiactivos se pueden incorporar en las sondas de la invencién por
dlstlntos métodos. Ejemplos no limitativos de los mismos incluyen la fosforilacion de los extremos 5’ de las sondas
cony p ATP y quinasa de polinucleétidos, empleando el fragmento Klenow de la Pol | de E. coli en presencia de
dNTP radiactivos (p. €j., una sonda de ADN marcada uniformemente con cebadores oligonucleotidicos aleatorios),
con el sistema SP6/T7 para transcribir un segmento de ADN en presencia de uno o de varios NTP radiactivos, y
similares.

En una realizacién, el marcador utlizado en un ensayo de deteccion homogéneo es un compuesto
guimioluminiscente (p. €j., los documentos de patente de EE.UU. n.° 5.656.207; 5.658.737 y 5.639.604), mas
preferiblemente un compuesto de éster de acridinio (“AE”), tal como AE estandar o derivados del mismo. Los
métodos para fijar los marcadores a los acidos nucleicos y para detectar los marcadores son bien conocidos (p. €j.,
véase Sambrook y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2.2 edicidn, (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, 1989), capitulo 10; los documentos de patente de EE.UU. n°® 5.658.737, 5.656.207,
5.547.842; 5.283.174 y 4.581.333; y el documento de solicitud de patente europea n°® 0 747 706). Los métodos
preferidos para marcar una sonda con un compuesto AE fijado a través de un enlazador se han descrito previamente
con detalle (p. €j., véase el documento de patente de EE.UU. n.° 5.639.604, véase el ejemplo 8, del mismo).

La amplificacion de una secuencia de acido nucleico seleccionada, o diana, se puede realizar mediante una serie de

métodos adecuados. Véase en general Kwoh y col., 1990. Am. Biotechnol. Lab. 8:14 25. Numerosas técnicas de

amplificacion se han descrito y se pueden adaptar facilimente a las necesidades particulares de una persona experta

en la técnica. Ejemplos no limitativos de las técnicas de amplificaciéon incluyen la reaccién en cadena de la
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polimerasa (PCR, RT PCR, RT-PCR en tiempo real, etc.), la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacion
por desplazamiento de la hebra (SDA), la amplificacion basada en la transcripcion, el sistema de replicasa de QB y
NASBA (Kwoh y col. 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 173-1177; Lizardi y col., 1988, Bio Technology 6:1197-
1202; Malek y col., 1994, Methods Mol. Biol., 28:253-260; y Sambrook y col., 2000, véase mas arriba). Otros
ejemplos no limitativos de los métodos de amplificacion se han enumerado anteriormente.

Ejemplos no limitativos de métodos adecuados para detectar la presencia de los productos amplificados incluyen los
siguientes: gel de agarosa o de poliacrilamida, adicién de colorante para marcar ADN en la reaccién de amplificacién
(tal como bromuro de etidio, Picogreen®, SYBER Green, etc.) y la deteccién con un aparato adecuado (fluorimetro
en la mayoria de los casos). Otros métodos adecuados incluyen la reaccién de secuenciacion (manual o
automatizada); analisis de restriccion (se construyeron sitios de restriccion estipulados en las secuencias
amplificadas), o cualquier método que implique la hibridacién con una sonda especifica de la secuencia
(transferencia de tipo Southern o Northern, sondas TagMan, moléculas fluorescibles, y similares). Por supuesto, en
la presente invencion estan incluidos otros métodos de amplificacién. Las moléculas fluorescibles se ejemplifican en
esta memoria como un método para detectar los productos amplificados segin la presente invencion (véase mas
abajo).

Por supuesto, en algunas realizaciones, la deteccion directa (p. €j., la secuenciacion) de secuencias de PCA3
especificas del cancer, asi como de otro marcador especifico de la prostata (p. ej., PSA), en una muestra se puede
realizar con sondas o cebadores especificos.

En una realizacion, la presente invencion se ha aprovechado de avances tecnoldgicos en los métodos para detectar
e identificar &cidos nucleicos. Por lo tanto, la presente invencion es adecuada para la deteccion a través de una de
estas herramientas, llamadas moléculas fluorescibles.

Las moléculas fluorescibles son sondas/cebadores monocatenarios para la hibridacion de oligonucle6tidos
monocatenarios que forman una estructura de horquilla. El bucle contiene una secuencia de la sonda que es
complementaria a una secuencia diana, y el vastago esta formado por la reasociacion de las secuencias del brazo
complementarias que estan localizadas a cada lado de la secuencia de la sonda/del cebador. Un fluoréforo esta
unido covalente al extremo de un brazo y un inhibidor de la fluorescencia esta unido covalente al extremo del otro
brazo. Las moléculas fluorescibles no despiden luz fluorescente cuando estan libres en la solucién. Sin embargo,
cuando se hibridan con una cadena de &cido nucleico que contiene una secuencia diana, experimentan un cambio
conformacional que les permite emitir luz fluorescente brillante (véanse los documentos de patente estadounidense
5.925.517 y 6.037.130). Las moléculas fluorescibles se pueden utilizar como sondas/cebadores detectores de un
amplicon en pruebas de diagnéstico. Debido a que las moléculas fluorescibles no hibridadas son oscuras, no es
necesario aislar los hibridos entre sonda y diana para determinar, por ejemplo, el nimero de amplicones sintetizados
durante un ensayo. Por lo tanto, las moléculas fluorescibles simplifican las manipulaciones que se requieren
frecuentemente cuando se emplean medios de deteccion y de identificacion tradicionales.

Con el uso de diferentes fluoréforos coloreados, las moléculas fluorescibles también se pueden utilizar en ensayos
de amplificacion en formato mdltiple, tales como ensayos que buscan la amplificacion y la deteccién simultaneas del
acido nucleico de PCA3 y del segundo acido nucleico especifico de la préstata (p. €j., PSA, [GenBank®, numero de
entrada M27274, SEQ ID n.° 38], hk2/KLK2 [GenBank®, ntimero de entrada NM005551], PSMA [GenBank®, niimero
de entrada BC025672], transglutaminasa 4 [GenBank®, namero de entrada BC007003], fosfatasa acida [GenBank®,
namero de entrada BC016344], y PCGEM1 [GenBank®, ndamero de entrada AF223389]). El disefio de las
sondas/cebadores de las moléculas fluorescibles es bien conocido en la técnica y los programas de ordenador que
ayudan a su disefio estan disponibles comercialmente (p. €j., disefiador de moléculas fluorescibles de Premier
Biosoft International). Las sondas/cebadores de las moléculas fluorescibles se pueden utilizar en diferentes ensayos
de hibridacién y de amplificacién (p. ej., NASBA y PCR).

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, el producto amplificado se puede detectar directamente
con moléculas fluorescibles como cebadores para el ensayo de amplificacion (p. ej., ensayos NASBA o PCR en
formato multiple en tiempo real), o indirectamente con una sonda de molécula fluorescible que esté entre los sitios
de union de la pareja de cebadores, con una longitud de 18 a 25 nucledtidos (p. €j., 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25)
gue se hibrida especificamente con el producto de la amplificacion. Se prefieren las sondas o los cebadores de las
moléculas fluorescibles que tienen una longitud comprendida entre 18 y 25 nucle6tidos cuando se utilizan segun la
presente invencion (Tyagi y col., 1996, Nature Biotechnol. 14:303-308). Los fragmentos mas pequefios podrian dar
como resultado una sefial menos fluorescente, mientras que los fragmentos mas largos frecuentemente no
incrementan significativamente la sefial. Por supuesto, se podrian emplear también sondas y cebadores mas cortos
0 Mas largos.

Mas abajo, en las Tablas 2-4, se muestran ejemplos de cebadores del acido nucleico que se pueden obtener a partir
de las secuencias de ARN de PCA3 .

A continuacién se muestran ejemplos de cebadores del acido nucleico que se pueden obtener a partir de las
secuencias de ARN de PSA (p. €j., SEQ ID NO:11). Otros cebadores de la presente invencion se pueden obtener a
partir de PSA. Por supuesto, también se pueden utilizar otras variantes bien conocidas en la técnica (documentos de
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patente estadounidense n.° 6.479.263 y 5.674.682) como segundo marcador especifico de la prostata. Debido a las
similitudes estructurales y de la secuencia del gen de PSA con otros miembros de la familia del gen de la calicreina,
la seleccion apropiada de secuencias de PSA que pueden servir como sondas o cebadores especificos de PSA es
importante para los métodos de amplificacion y/o de deteccion de &cidos nucleicos especificos de PSA. Ejemplos de
cebadores adecuados para la amplificacién y la deteccion de PSA, hK2/KLK2, PSMA (p. €j., documento de patente
estadounidense 6.551.778) son bien conocidos en la técnica, asi como de la transglutaminasa 4, de la fosfatasa
acida y de PCGEML1. En una realizacion, el oligonucleétido de PSA también se puede hibridar con otros miembros
de la familia de la calicreina, tales como la calicreina 2 (hK2/hKLK2). Un ejemplo de un oligonucleétido tal es la SEQ
IDn.012.

Se debe saber que las secuencias y los tamafios de los cebadores descritos en las Tablas 2-4 son arbitrarios y que
se pueden disefiar muchas secuencias distintas y emplearlas de acuerdo con la presente invencion.

Aunque la presente invencién se puede realizar sin el uso de una sonda que se dirija a las dianas de las secuencias
de PCA3, tales como las uniones entre exones de PCA3, de acuerdo con la presente invencion, tales sondas
pueden afadir una especificidad adicional a los métodos y a los kits de la presente invencion. Ejemplos no limitativos
de sondas de acido nucleico especificas que se pueden utilizar en la presente invencion (y disefiar basandose en las
secuencias de exones mostradas en la Tabla 2), se exponen en la Tabla 3, mas abajo.

Generalmente, un cebador en la reaccién de amplificacion se hibrida especificamente con una secuencia en un
primer exén (o un exdén secuencia arriba) y el otro cebador utilizado en la reaccion de amplificacion se hibrida
especificamente con una secuencia en un segundo exén (o un exdn secuencia abajo), y la sonda se hibrida con una
secuencia que abarca la region 3' del primer exén y la region 5' del segundo exén. Es decir, la sonda es especifica
de una union exon-exon elegida en una secuencia amplificada que se prepara a partir de un ARN empalmado y
cortado de PCA3 que carece por lo menos de un intrén entre las secuencias por delante y por detras del exdn, con
las que se hibridan los cebadores. Los cebadores empleados en la amplificacion de las secuencias del ARN
empalmado y cortado que contienen una unién exdn-exdn escogida se pueden determinar facilmente con los
métodos convencionales, siempre y cuando la region amplificada con la pareja de cebadores contenga la secuencia
de la unién exén-exdn o su secuencia complementaria. Cualquier método para la amplificacion de &cidos nucleicos
se puede utilizar para amplificar la secuencia que contiene la unidon exén-exén elegida y los expertos en la materia
pueden determinar facilmente los procedimientos para usar cualquiera entre los muchos métodos de amplificacion
bien conocidos.

Las sondas que detectan una unién exdn-exén elegida pueden estar marcadas con cualquiera de los muchos
marcadores que pueden dar como resultado, de forma directa o indirecta, una sefial cuando la sonda se hibrida con
la secuencia amplificada que contiene la unién exén-exon. Por ejemplo, un marcador puede ser cualquier resto que
produzca una sefial colorimétrica, luminiscente, fluorescente, radiactiva o enzimatica que se pueda detectar con los
métodos bien conocidos en la técnica. Una sonda no se tiene que marcar con un resto de marcador si la unién
especifica de la sonda con el &cido nucleico amplificado que contiene la uniéon exén-exén da como resultado una
sefial detectable, tal como, por ejemplo, un impulso eléctrico detectable.

En la Tabla 4 se muestran ejemplos de combinaciones de parejas de cebadores para la amplificacion que amplifican
la secuencia de &cido nucleico que incluye una unién exén-exén y las realizaciones de algunas secuencias de la
sonda para la unidn exon-exon. Los expertos en la técnica han de saber que las secuencias de las sondas
mostradas méas abajo también incluyen las secuencias complementarias de las secuencias mostradas y las
secuencias que incluyen cambios insignificantes en las secuencias especificas mostradas (es decir, cambios que no
afectan a la capacidad de una sonda para hibridarse especificamente con la secuencia de la unién exdn-exén
elegida, en las condiciones de hibridacién convencionales). Ademas, aunque las secuencias de la sonda se
muestran como secuencias de ADN, los expertos en la técnica habran de saber que se pueden utilizar como sondas
las secuencias de ARN correspondientes 0 sus secuencias complementarias. De igual forma, los enlaces de la
cadena principal de las secuencias de bases de la sonda pueden incluir uno o varios enlaces de ARN, enlaces de
ADN, enlaces mixtos de ARN-ADN convencionales, u otros enlaces tales como los enlaces 2'-O-metilo o enlaces
peptidonucleicos, todos ellos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Tal y como se muestra en la Tabla 4 (primera columna), la unién exén-exon elegida que se va a detectar, puede unir
los exones 1y 2 (exdn 1/exon 2), los exones 1y 3 (exdn 1/exdn 3), los exones 2 y 3 (exdn 2/exdn 3) o los exones 3
y 4 (exdn 3/exdn 4). Las parejas de cebadores son secuencias situadas en dos exones diferentes que flanquean
directa o indirectamente la union exén-exon elegida (Tabla 4, segunda columna). Asi, para una unioén exén 1/exén 2,
las parejas de cebadores son un cebador especifico para una secuencia contenida en el exén 1 y otro cebador
especifico para una secuencia contenida en el exdn 2. Pero para detectar una union exén 2/exén 3 0 una unioén exon
3/exoén 4, las parejas de cebadores se pueden seleccionar entre mas de dos exones diferentes (véase mas abajo en
la columna 2) siempre y cuando la secuencia amplificada contenga la region de la unidon exén-exon elegida. Los
cebadores del “exdn 4” incluyen cebadores especificos para una secuencia contenida en cualquier secuencia de los
exones 4a, 4b, 4c o 4d.

Por supuesto, un experto en la técnica habra de saber que se puede disefiar una variedad de sondas adicionales a
partir de la misma region u otras regiones de SEQ ID n.° 1, asi como de SEQ ID n.”® 2 y 38, y otras secuencias de la
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presente invencién, tanto si se dirijan a la diana de las uniones entre exones como si no. Se habra de saber que los
tamafos de las sondas mostradas en las Tablas 2 y 3 son arbitrarios y que se puede disefiar una variedad de
secuencias distintas y emplearlas de acuerdo con la presente invencion.

Una persona experta en la técnica reconocera facilmente que las secuencias de acido nucleico de la presente
invencion (p. ej., las sondas y los cebadores) se pueden incorporar en cualquiera de los numerosos formatos
establecidos de kits que son bien conocidos en la técnica.

En una realizacion del método descrito anteriormente, una sonda de &cido nucleico se inmoviliza sobre un soporte
sélido. Ejemplos de tales soportes sélidos incluyen, pero no estan limitados a los mismos, plasticos tales como
policarbonato, carbohidratos complejos tales como agarosa y sefarosa, y resinas acrilicas tales como perlas de
poliacrilamida y de latex. Las técnicas para acoplar sondas de acido nucleico a soportes sélidos son bien conocidas
en la técnica.

Las muestras para ensayo adecuadas para los métodos que escrutan los acidos nucleicos de la presente invencion
incluyen, por ejemplo, células o extractos de &acido nucleico de células, o liquidos bioldgicos (p. ej., orina). La
muestra usada en los métodos descritos anteriormente variara basadndose en el formato del ensayo, el método de
deteccién y la naturaleza de los tejidos, las células o los extractos que se van a someter a ensayo. Los métodos para
preparar extractos de acido nucleico a partir de células son bien conocidos en la técnica y se pueden adaptar
facilmente para obtener una muestra que sea compatible con el método utilizado. Preferiblemente, la muestra es una
muestra de orina. Cuando se emplea una muestra de orina, esta debe contener por lo menos una célula de la
prostata para permitir la identificacion de los marcadores especificos de la prostata (p. ej., PCA3 y PSA) de la
presente invencion. De hecho, asumiendo que la semivida del ARNm de PCA3 en una muestra biolégica sin tratar
no es adecuada para permitir facilmente la conservacion de la integridad de su secuencia, la muestra recogida, tanto
si es orina u otra, debe contener, antes de un tratamiento de la misma, por lo menos una célula de la prostata. Se
reconocera que el numero de células en la muestra tendra impacto sobre la validacion del ensayo y sobre el nivel
relativo de PCA3 medido (o de PSA o de otro marcador especifico de la prostata).

Kits para la deteccion del ARNm de PCA3y de PSA

También se describe un kit para diagnosticar el cancer de prostata de una forma que es sensible y especifica (es
decir, que disminuye el nimero de falsos positivos). Tal kit comprende generalmente un primer medio de recipiente
que tiene dispuesto dentro del mismo por lo menos una sonda o un cebador oligonucleotidico que se hibrida con una
secuencia de &cido nucleico de PCA3 especifica del cancer de préstata.

Se describe que un kit comprende adicionalmente en un segundo medio de recipiente, sondas o cebadores
oligonucleotidicos que son especificos de otro marcador especifico de la préstata (p. ej., PSA), de tal modo que
permite la determinacién de una razon, asi como la validacion de un resultado negativo con PCAS.

Se describe que un kit comprende adicionalmente en un segundo medio de recipiente, anticuerpos que son
especificos de otro marcador especifico de la prostata, con lo que se valida de este modo la presencia de células de
la préstata en una muestra.

También se describe que este kit comprende una pareja de cebadores que permite la amplificacion de PCA3 y por lo
menos un marcador especifico de la préstata seleccionado entre PSA, hK2/KLK2, PSMA, transglutaminasa 4,
fosfatasa acida y PCGEM1. También se describe que el marcador especifico de la préstata es acido nucleico de
PSA o proteina de PSA. Por supuesto, la presente invencion también incluye el uso de un tercer marcador
especifico de la prostata.

Los oligonucleétidos (sondas o cebadores) del kit se pueden utilizar, por ejemplo, en un ensayo de tipo NASBA,
PCR o de hibridacion. Los ensayos de amplificacion se pueden adaptar a la deteccion en tiempo real de los
productos multiples de la amplificacion (es decir, ensayos de amplificacion en tiempo real en formato multiple).

También se describe que el kit incluye adicionalmente otros recipientes que comprenden componentes adicionales,
tales como un oligonucledtido o cebador adicional y/o uno o varios de los siguientes: tampones, reactantes que se
van a utilizar en el ensayo (p. €j., reactantes de lavado, polimerasas, o &cido nucleico o células testigo internos u
otros) y reactivos capaces de detectar la presencia de una sonda o de cebadores de acido nucleico unida. Ejemplos
de reactivos de deteccion incluyen, sin estar limitados a los mismos, sondas radiomarcadas, sondas marcadas
enzimaticamente (peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina), y sondas de afinidad marcadas (biotina, avidina
o0 estreptavidina). Por supuesto, la separacion o la reunion de los reactantes en el mismo medio de recipiente o en
diferentes medios esta dictada segun los tipos de métodos de extraccion, amplificacion o hibridacion, y los métodos
de deteccion utilizados, asi como otros parametros que incluyen la estabilidad, la necesidad de conservacion, etc.
Se ha de saber que diferentes permutaciones de los recipientes y de los reactantes anteriores y siguientes también
estan incluidas en esta memoria. El kit también puede incluir instrucciones en relacion con cada uno de los posibles
diagnosticos, prondsticos, tratandsticos o uso, correlacionando una razon correspondiente entre el nivel de ARNm
de PCAS3 y el nivel de ARNm de PSA con un diagnostico, un prondstico, un tratanéstico o un uso concretos, asi
como la informacién sobre el protocolo experimental que se va a utilizar.
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También se describe que los reactivos de deteccidon son sondas de moléculas fluorescibles que se hibridan
especificamente con los productos de la amplificaciéon. También se describe que los reactivos de deteccion son
compuestos quimioluminiscentes tales como éster de acridinio (AE).

Por ejemplo, un kit dividido en compartimentos de acuerdo con la presente descripcion incluye cualquier kit en el que
los reactantes estan contenidos en recipientes separados. Tales recipientes incluyen recipientes pequefios de vidrio,
tiras de plastico o de papel. Tales recipientes permiten la transferencia eficaz de los reactantes desde un
compartimento hasta otro compartimento, de tal modo que las muestras y los reactantes no se contaminan entre si y
los agentes o las soluciones de cada recipiente se pueden afadir de forma cuantitativa desde un compartimento a
otro. Tales recipientes incluiran un recipiente que aceptara la muestra problema (p. €j., un extracto de ARN
procedente de una muestra biolégica o de células), un recipiente que contiene los cebadores utilizados en el ensayo,
recipientes que contienen enzimas, recipientes que contienen reactantes de lavado y recipientes que contienen los
reactivos utilizados para detectar los productos de la extension. Tal y como se ha mencionado anteriormente, la
separacion o la combinacion de los reactantes puede estar adaptada por una persona experta en la técnica a la que
pertenece esta invencion, segun el tipo de kit que se prefiera (p. €j., un kit para diagnéstico basado en métodos de
amplificacion o de hibridacion, o en ambos), los tipos de reactantes utilizados y su estabilidad, u otras propiedades
intrinsecas. Un recipiente puede contener los reactantes para amplificacion y un recipiente separado contiene el
reactivo para deteccion. En otra realizacion, los reactantes para amplificacién y para deteccion estan contenidos en
el mismo recipiente.

Los kits también contienen oligonucledtidos que sirven como oligomeros de captura para purificar los acidos
nucleicos diana desde una muestra. Los ejemplos de oligdbmeros de captura tienen secuencias de por lo menos 15
nucleétidos complementarios a una porcién del 4cido nucleico diana de PCA3. Los oligdmeros de captura pueden
tener bases adicionales fijadas en un extremo 3' 0 5’ de la secuencia que es complementaria a la secuencia diana de
PCA3, que puede actuar funcionalmente en una etapa de la hibridacién para capturar el &cido nucleico diana. Tales
secuencias adicionales son preferentemente una secuencia de cola homopolimérica, tal como una secuencia poli-A
o poli-T, aunque otras realizaciones de secuencias de cola estan incluidas en los oligémeros de captura de la
presente invencion. La proteina de unién al casquete (p. €j., elF4G-4E) o una parte de la misma, se puede utilizar
para capturar los ARNm que contienen la estructura de casquete (Edery y col., 1987, Gene 74(2):517-525). También
se puede emplear un reactante de captura inespecifico (p. €j., perlas de silice).

Los kits utiles para la puesta en préactica de los métodos de la presente invencion pueden incluir los que incluyan
cualquiera de los oligonucledtidos de la amplificacion y/o de las sonda de deteccion descritos en esta memoria, que
se envasan de forma combinada entre si. Los kits también pueden incluir oligémeros de captura para purificar el
acido nucleico diana de PCA3 procedente de una muestra, cuyos oligomeros de captura pueden estar envasados
junto con los oligonucleétidos de la amplificacion y/o las sondas de deteccion. Finalmente, los kits pueden incluir
adicionalmente instrucciones para la puesta en practica de los métodos de la presente invencién para diagnéstico,
tratanostico y/o pronostico. Tales instrucciones se pueden referir a detalles relacionados con el protocolo
experimental, asi como con los valores umbrales que se pueden utilizar.

En otra realizacion, las células contenidas en muestras de orina de miccién obtenidas después de una exploracion
rectal digital cuidadosa se recogieron y se lisaron en un tampdn de lisis. Se extrajeron los 4cidos nucleicos (p. €j., a
partir del material lisado mediante extraccion en fase sélida sobre lechos de silice, por ejemplo). La deteccion de la
presencia de ARN codificado por el gen de PCA3 en el extracto de acido nucleico se realiza mediante una
amplificacion especifica in vitro del ARN, acoplada con una deteccién en tiempo real de productos amplificados
mediante las sondas especificas fluorescentes. En este método, simultaneamente a la amplificacion del ARN de
PCA3 especifico del cancer de préstata, tiene lugar la amplificacion del segundo marcador especifico de la prostata
(tal como el ARN de PSA) como testigo para estudiar la presencia de orina de células de la prostata en la muestra.

Los métodos de deteccién y de diagnéstico de la invencién no requieren que se detecte la secuencia completa del
ARN de PCA3. Solamente es necesario detectar un fragmento o una longitud de acido nucleico que sea suficiente
para detectar la presencia del &cido nucleico de PCA3 procedente de una persona normal o afectada, la ausencia de
tal acido nucleico o una estructura alterada de tal acido nucleico (tal como un patrén de corte y empalme aberrante).
Para este fin, se emplea cualquiera de las sondas o los cebadores que se han descrito anteriormente, y se pueden
disefiar muchos mas tal y como se conoce convencionalmente en la técnica, basandose en las secuencias descritas
en esta memoria y en otras conocidas en la técnica.

Se ha de saber que aunque la discusion que viene a continuacion se dirige especificamente a los pacientes
humanos, las ensefianzas también se pueden aplicar a cualquier animal que exprese PCA3.

El método de la presente invencion también se puede utilizar para monitorizar la progresion del cancer de préstata
en los pacientes, tal y como se ha descrito anteriormente.

La presente invencion se ilustra con mayor detalle con los siguientes ejemplos no limitativos. Los ejemplos se
proporcionan sélo a modo de ilustracion y no se deben interpretar como una limitacién del alcance de la invencion.
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Ejemplo 1

LAS RAZONES ENTRE LOS arnm DE PCA3 Y PSA SE CORRELACIONAN CON EL GRADO HISTOLOGICO EN
LA BIOPSIA

Para determinar si la razén entre el nivel de expresién de PCA y PSA seria una buena herramienta para el
pronéstico y el tratandstico, se realiz6 un estudio en ~150 pacientes que presentaban niveles elevados de PSA en
suero (>3 ng/ml), como una indicacion para la biopsia guiada con ultrasonidos y la determinacion histologica de la
presencia/ausencia de cancer. Los pacientes recibieron la informacion del estudio y se requirié su consentimiento
por escrito para entrar a formar parte del estudio. El cancer se identificé y se confirm6 en 49 pacientes mediante
biopsia guiada y analisis del grado histologico. El nimero de eventos, con histologia en el area de GS (del inglés,
“Gleason score”), se considera ahora la mas dificil para determinar la agresividad bioldgica (38 casos con una GS de
la biopsiade 6y 7).

En los sedimentos urinarios, después de una DRE extensa, la razon entre los ARNm de PCA3 y PSA fue evaluada
para determinar si esta razén se podia correlacionar con la agresividad biolégica. Los niveles del ARNm de PSA
eran utilizados para normalizar el ensayo, para corregir el nimero total de células nuevas de la préstata en la
muestra.

En la Figura 3, la razon entre los ARNm de PCA3 y PSA se compara con el grado histologico. Hay una correlacion
clara entre la puntuacion de Gleason y el nivel de las razones entre los ARNm de PCA3 y PSA entre GS 5y 8. El
valor medio de la raz6n PCA3/PSA en caso de Gleason IV y V es 41, en caso de Gleason VI es 163, en caso de
Gleason VIl es 193 y en caso de Gleason VIl es 577 (Figura 3). Obsérvese que en los tres casos de GS 9, parece
que hay una disminucion.

La “distribucion” de los grados de Gleason en los casos en los que el ensayo era positivo (“verdadero positivo”) y en
los que el ensayo era negativo (“falso negativo”) se analizé a continuacion (Figura 4). Los resultados muestran que
el ensayo de la razén entre los ARNm de PCA3 y PSA con el usos de los sedimentos urinarios después de una DRE
extensa es significativamente mas positivo en los canceres de grado alto. Este estudio corrobora la hipotesis de que
las razones entre el ARNm de PCA3 y PSA sirven como un factor pronostico.

Ejemplo 2
El ANALISIS BASADO EN EL GEN DE PCA3 DE SEDIMENTOS URINARIOS TIENE VALOR PRONOSTICO

Una cohorte nueva de aproximadamente 300 pacientes con niveles séricos elevados (>3 ng/ml) fueron sometidos a
ensayo tal y como en el ejemplo 1. Los pacientes recibieron la informacién del estudio y se requirié su
consentimiento informado firmado para poder entrar a formar parte del estudio. Para la determinacion histoldgica, se
realizé una biopsia guiada por ultrasonidos para estudiar la presencia o la ausencia de cancer. El cancer se identifico
en 108 pacientes mediante la evaluacion histopatologica de las biopsias. Comparamos la histologia con la razon
entre los ARNm de PCA3 y PSA obtenida inmediatamente antes de las biopsias.

Tal y como se observa en las Figuras 5y 6, se observd una correlacion clara entre la puntuacion de Gleason (suma)
y el valor de las razones entre el ARNm de PCA3 y PSA. Posteriormente, se analizd la distribucién de los grados de
Gleason en los casos en los que el ensayo era positivo/verdadero positivo y en los que el ensayo era negativo. La
sensibilidad por grado se proporciona con un umbral de 132 x 10°. La sensibilidad para detectar canceres de grado
alto (agresivos) es mayor. Es decir, los falsos negativos tenian un grado significativamente menor que los
verdaderos positivos (Figuras 7 y 8).

En vista de lo anterior, se puede concluir que la razon PCA3/PSA de sus ARNm, analizada en los sedimentos
urinarios después de una DRE extensa, constituye una herramienta poderosa para el tratandstico, el diagnéstico y el
pronéstico.

Ejemplo 3

ANALISIS DETALLADO DE LOS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS Y DE LOS RESULTADOS DEL
ANALISIS DE PCA3

La expresion del gen de PCA3 es especifica de la prostata y esta fuertemente incrementada en las células del
cancer de prostata en comparacion con las células no cancerosas de la prostata. Se ha demostrado con éxito que
con el analisis basado en el gen de PCAS3 se pueden detectar células del cancer de prdstata en sedimentos urinarios
después de una DRE extensa, véase 1y 2 mas arriba. Por lo tanto, PCA3 ha mostrado tener un potencial tremendo
para el diagnostico del cancer de prostata. Habiéndose demostrado ahora que los tumores més agresivos podrian
crecer de una forma mas invasiva y difundir mas células cancerosas a los conductos prostaticos, también se mostro
gue el analisis basado en el gen de PCA3 se correlaciona con un aumento de la puntuacion de Gleason en las
biopsias y, por lo tanto, tiene potencial como parametro pronéstico (véanse los ejemplos 1y 2, mas arriba). En este
analisis del subgrupo, los parametros histopatoldgicos de las muestras de la prostatectomia radical estaban
correlacionados con los resultados del analisis basado en el gen de PCA3.
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En un centro clinico, una cohorte de pacientes con cancer de préstata recibio informacién y firmé su consentimiento
para entrar a formar parte del estudio. 48 de estos pacientes fueron tratados mediante prostatectomia radical. Los
parametros histopatoldgicos de las muestras de la prostatectomia radical se compararon con la razén entre los
ARNm de PCA3 y PSA en los sedimentos urinarios obtenidos antes de la cirugia. Se compararon todos los
parametros pronosticos.

Ta y como se observa en la Figura 9, se observé una correlacién entre el volumen tumoral total en las muestras de
la prostatectomia radical y el nivel de la razén entre los ARNm de PCA3 y PSA.

Por tanto, la razén entre los ARNm de PCA3 y PSA tiene un valor pronéstico con respecto el volumen tumoral total
en los pacientes con cancer de prostata y, por lo tanto, con el estadio/grado y la agresividad del cancer de préstata.
Al emplear la razon entre los ARNm de PCA3 y PSA, es también posible no sélo determinar el grado del tumor, sino
también evaluar el tamafio del tumor. Como resultado del andlisis de la razén entre los ARNm de PCA3 y PSA, se
puede establecer un régimen de tratamiento apropiado adaptado para cada paciente. Ademas, el uso de la razén
entre los ARNm de PCA3 y PSA permite pronosticar mas exactamente las consecuencias de la enfermedad.

Ejemplo 4

ENSAYO CUANTITATIVO POR RT-PCR DE LOS ARNm DE PCA3 Y DE PSA
Materiales y Métodos

Muestras de tejido

Se obtuvieron muestras procedentes de prostatectomia radical en el hospital Canisius Wilhelmina de Nijmegen y del
hospital del Centro Médico Universitario de Nijmegen. Las muestras de préstata normal, de BPH y de tumor de
prostata se obtuvieron recién recogidas, se congelaron instantdneamente en nitrdgeno liquido y se procesaron en
cortes seriados. A intervalos regulares, se realizé una tincibn con hematoxilina y eosina para determinar el
porcentaje de células normales, de BPH y de células tumorales en los cortes del tejido. Las puntuaciones de
Gleason y la clasificacion de TNM de estos tumores se determinaron en el departamento de anatomopatologia de
ambos hospitales. El ARN total se extrajo a partir de estas muestras de tejido con el método de LiCl-urea (22).

Produccién del ARN de PCA3y de IS-PCA3

El patron interno (IS-PCA3) se construyd con el sistema de mutagénesis especifica de sitio in vitro “GeneEdltor
(Promega). Tres sustituciones (TCC a CGT) de las posiciones 416 a 418 del ADNc de PCA3 (GenBank AF103907)
se introdujeron en la construccion de ADNc de PCA3 (pMB45). Las mutaciones fueron confirmadas mediante un
andlisis de la secuencia del ADN.

El ADN plasmidico linealizado de pMB45 y del mutante de pMB45 servian como molde para las reacciones de
transcripcion in vitro, con la polimerasa de ARN de T3 (Roche Diagnostics). Los ARN producidos in vitro se trataron
con ADNasa-l, se purificaron mediante extraccion con fenol, se precipitaron y se disolvieron en agua tratada con
pirocarbonato de dietilo. La concentracion y la integridad de los ARN se determinaron mediante electroforesis en gel
de agarosa con patrones de ARN. Los ARN se almacenaron en partes alicuotas a -70°C.

Reaccion de la transcriptasa inversa

El ARN de PCA3 y el ARN de IS-PCA3 producidos in vitro, asi como el ARN del tejido, se emplearon como moldes
para la sintesis del ADNc con el kit para la sintesis de la primera cadena del ADNc (Amersham Biosciences). Los
ARN de PCA3 y de IS-PCA3 se diluyeron en 0,2 mg/ml de ARNt de E. coli (Roche Diagnostics) que se habia
utlllzado como solucion de arrastre del ARN. Para la preparacion de una curva de calibracién extensa, se mezclaron
5 x 10° copias de ARN de IS-PCA3 con una cantidad variable (50 a 1 x 10’ coplas) del ARN de PCA3. Para la
determinacion de PCA3 en una muestra de tejido, el ARN total se mezcl6 con 5 x 10° copias del ARN de IS-PCA3.
Las mezclas de ARN se calentaron durante 10 minutos a 65°C, seguido de enfriamiento rapido sobre hielo. Al ARN
se le anadieron 0,2 ug de cebador universal oligo-d(T)1s, DTT a 2 mM y 5 pyl de una mezcla de reaccion a granel de
la primera hebra (Amersham Biosciences) con un volumen final de la reaccion de 15 pl. Las muestras se incubaron
durante 1 hora a 37°C y las muestras de ADNc obtenidas se calentaron durante 5 minutos a 95°C.

Amplificacion por PCR

Para las amplificaciones por PCR se emplearon los cebadores siguientes, especificos de PCAS3: directo 5'-
TGGGAAGGACCTGATGATACA-3' (SEQ ID n.° 40, nucledtidos 97-108 del ex6n 1 del ADNc de PCA3, GenBank® n°
AF103907) e inverso 5-CCCAGGGATCTCTGTGCTT-3’ (SEQ ID n.° 41, nucledtidos 459-477, que abarca los
exones 3y 4 del ADNc de PCA3). El cebador inverso estaba biotinilado. Se amplificaron 5 pl de la muestra de ADNc
en una reaccion de PCR de 100 pl que contenia: cebador inverso a 0,133 uM, cebador inverso biotinilado a 0,065
UM, cebador directo a 0,2 uM, trifosfato de desoxinucleétidos a 250 mM (Roche Diagnostics), 2 unidades de
polimerasa Super Taq (HT Biotechnology LTD) en tampon que contenia cloruro de magnesio a 1,5 mM, Tris-HCIl a
10 mM (pH 8,3), cloruro potasico a 50 MM y 0,1% de Triton X-100. Sobre las mezclas de reaccion se puso una capa
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de aceite mineral y se realizé el termociclado en un Thermal Cycler® (PerkinElmer Lifesciences Inc.) del modo
siguiente: 95°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto, 72°C
durante 1 minuto; seguido por una extension final a 72°C durante 10 minutos.

Ensayo de hibridacion

Los productos de la PCR obtenidos se purificaron con eliminacién del aceite mineral. A un pocillo de una placa de
microtitulacion revestida con estreptavidina (InnoTrac Diagnostics) se afiadieron por triplicado 10 pul de cada uno de
los productos de la PCR. Se afiadieron a cada pocillo 50 pl del tampén de ensayo DELFIA® que contenia NaCl a 1,5
M,. Los productos biotinilados de la PCR fueron capturados en el pocillo revestido con estreptavidina durante 1 hora
a temperatura ambiente, con agitacion lenta. Las muestras se lavaron tres veces con la solucién de lavado de
DELFIA®. Los productos bicatenarios de la PCR fueron desnaturalizados con 100 ul de una solucién de NaOH a 50
mM durante 5 minutos a temgeratura ambiente, con agitacion lenta. Las muestras se lavaron tres veces con la
solucién de lavado de DELFIA™ para eliminar las hebras de ADN desnaturalizadas que no estaban unidas. La sonda
de deteccion de PCA3 (30 pg/ul) marcada con Eu®* (SE% ID n.° 42 5'(modC) 20CACATTTCCAGCCCCT-3) vy la
sonda de deteccion de IS-PCA3 (30 pg/ul) marcada con Tb®* (SEQ ID n.° 43 5'(modC)2,CACATTCGTAGCCCCT-3)
se afiadieron a cada pocillo en solucién de tampén de ensayo de DELFIA® que contenia NaCl a 1,5 My 5 g/l de
leche en polvo desnatada. Las sondas de deteccion se hibridaron con las hebras de ADN capturadas de PCA3 y de
IS-PCA3 durante 2,5 horas a 37°C. Las muestras se lavaron seis veces con la solucién de lavado de DELFIA® a
temperatura ambiente. A continuacion, se le afadieron a cada pocillo 200 ul de solucién de potenciacién de
DELFIA®. El Eu®" libre forma rapidamente un quelato altamente fluorescente y estable con los componentes de la
solucion de potenciacion de DELFIA® (Eu3+). Después de la incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente,
con agitacion lenta, se hizo un recuento de la sefial fluorescente obtenida a partir de los quelatos de Eu*®* con un
contador 1420 Victor® Multilabel. A continuacién, se le afiadieron 50 pl de una solucion de potenciador de DELFIA®
(Tb3+) a cada pocillo para formar un quelato altamente fluorescente con Tb*. Después de incubar durante 5 minutos
a temperatura ambiente, con agitacion lenta, se midio la sefial fluorescente obtenida a partir de los quelatos de Th**.
Todos los reactantes de DELFIA ® y el recuento con el contador 1420 Victor ® Multilabel, se obtuvieron de
PerkinElmer Life Sciences.

Analisis estadistico

Con el “Paquete estadistico para ciencias sociales” (SPSS), los datos se resumieron en una curva de rendimiento
diagnostico (ROC) para visualizar la eficacia de PCA3 como marcador. En esta curva la sensibilidad (verdaderos
positivos) se represento en el eje Y, frente a 1 — especificidad (falsos positivos) en el eje X. En esta curva, todos los
valores observados fueron considerados valores umbrales arbitrarios. El area bajo la curva (AUC) y su intervalo de
confianza del 95% (Cl) se calcularon como una medida de la eficacia discriminatoria del marcador sometido a
ensayo. Si el marcador no tiene un valor discriminatorio, el valor de AUC esta préximo a 0,5. En este caso, el AUC
estara proximo a la diagonal en la curva. Si un marcador tiene un fuerte poder discriminatorio, la curva ROC estara
préxima a la esquina superior izquierda (AUC esta préxima a 1).

Las Figuras 2A y B muestran que la razon PCA3/PSA es un marcador potente y validado para el diagnéstico del
cancer de préstata.

Ejemplo 5

DETERMINACION CUANTITATIVA BASADA EN LA FLUORESCENCIA CON RESOLUCION TEMPORAL DEL
ARNmM DE PCA3: UNA HERRAMIENTA SENSIBLE PARA EL PRONOSTICO DEL CANCER DE PROSTATA

Para los materiales y los métodos, véase el ejemplo 4.
Optimizacion del ensayo de hibridacién

Los productos biotinilados de la PCR de PCA3 o de IS-PCA3 se utilizaron para optimizar las condiciones de reaccion
del ensayo de hibridacién. Para ambas dianas y sus sondas de hibridacién, las mejores sefiales fluorescentes, con
razones elevadas entre la sefial y el ruido de fondo, se obtuvieron después de 150 minutos de incubacién a 37°C en
presencia de NaCl a 1,5 My 5 g/l leche en polvo desnatada. El cloruro sédico se utilizé para mejorar la hibridacion y
la funcion de la leche en polvo desnatada era bloquear la sefial de fondo inespecifica. En estas condiciones
rigurosas, la mejor eficacia del ensayo de hibridacién fue obtenida con 30 pg/ul de cada sonda.

Para verificar la posibilidad de hibridacion cruzada entre las dianas y las sondas, se emplearon de 1 x 102 hasta 1 x
10" moléculas de ARN de PCA3 o de IS-PCA3 como moldes en la RT-PCR. Los productos biotinilados de la PCR se
hibridaron a continuacion con ambas sondas. Solamente después de la amplificacion de 1 x 10° moléculas de ARN
de IS-PCAS3, la sonda de PCA3 mostraba una ligera reactividad cruzada (0,1%) con la diana de IS-PCA3. Bajo estas
condiciones optimizadas, la sonda de IS-PCA3 no mostraba una reactividad cruzada detectable con la diana de
PCA3. La ligera reactividad cruzada de la sonda de PCA3 es debida a la estabilidad de las bases mal emparejadas.
La union de la sonda de PCA3 a la diana de IS-PCA3 es mas estable que la unién de la sonda de I1S-PCA3 con la
diana de PCAS3.
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Amplificacién por PCR

La mejor eficacia de la amplificacion por PCR se obtuvo con 0,2 yM de cada cebador. Ylikoski (1999) ha mostrado
gue un gran exceso de cebador inverso biotinilado competia con el producto biotinilado de la PCR por los sitios de
unién a la estreptavidina (23). Por lo tanto, se utilizé poca cantidad de cebador inverso biotinilado para evitar una
etapa de dilucion de los productos de la amplificacién antes del ensayo de hibridacion y para obtener una deteccion
fiable de los productos de la amplificacién. Para una amplificaciéon 6ptima por PCR, se empleé un cebador inverso
sin marcar a 0,133 uM, un cebador inverso biotinilado a 0,065 pM, y un cebador directo a 0,2 pM.

Para determinar la eficacia de la amplificacion de las dianas de PCA3 y de IS-PCA3, se amplificaron 5 x 10°
moléculas del ARN de PCA3 o del ARN de IS-PCA3 mediante RT-PCR con diferente nimero de ciclos de
amplificacion. Raeymaekers (1993) mostraba que la eficacia de la PCR se basaba en la ecuacion para el
crecimiento exponencial: log Nc = log Ni + c[log(1 + f)], en donde Nc es la cantidad de producto generado después
de c ciclos de amplificacion, Ni es la cantidad inicial de diana, c es el nimero de ciclos de amplificacién y f es la
eficacia de la amplificacion (24). Cuando el log Nc se representa graficamente frente al nimero de ciclos de
amplificacion, entonces la pendiente de la curva iguala el log(1 + f). Si la eficacia de la amplificacion es la misma
para las dianas de PCA3 y de IS-PCAS3, entonces la pendiente de ambas curvas es la misma. Tanto PCA3 (f = 0,63)
como IS-PCAS3 (f = 0,64) se retrotranscribieron y se amplificaron con eficacias idénticas (datos no mostrados). Esto
se confirmé cuando se representd graficamente el logaritmo de la razon PCA3/IS-PCAS3 frente al nimero de ciclos
de amplificaciéon. Se generé una linea horizontal que indicaba que la eficacia de la amplificacion es la misma para
ambas dianas (datos no mostrados).

La sensibilidad y el intervalo analitico del ensayo basado en PCA3 pueden estar afectados por la cantidad de ARN
de IS-PCA3 que se afiade a cada muestra. Por ejemplo, si la cantidad de patrén interno amplificado con cantidades
variables de PCA3 es demasiado alta, no se pueden ampliar lo suficiente cantidades pequefias de ARN de PCA3
por RT-PCR para generar una sefial detectable. Por lo tanto, la sensibilidad de la técnica se vuelve limitada. Lo
mismo es valido para la amplificacion mediante RT-PCR también de una cantidad demasiado pequefia de ARN de
IS-PCAS3 en presencia de una concentracion elevada de ARN de PCA3. Por lo tanto, la interferencia entre la
amplificacion de las dianas de PCA3 y de IS-PCA3 se estudié mediante la amplificacién con RT-PCR de cantidades
variables del ARN de PCAS3 con una cantidad constante del ARN de IS-PCAS3. Las sefiales fluorescentes obtenidas
para 5 x 10° 0 5 x 10* moléculas de 1S-PCA3 seguian siendo constantes después de la coamplificacion con 1 x 10°
hasta 5 x 10° moléculas de PCA3. Solamente después de la coamplificacién con mas de 1 x 10° moléculas de PCA3
se redujeron ligeramente las sefiales fluorescentes de IS-PCA3 y de PCA3 (datos no mostrados). Este fenémeno es
debido a la competiciébn de ambas moléculas diana durante la PCR, asi como a la fase de saturacion de la reaccion
PCR. Estos datos indican que se pueden emplear ambas concentraciones de IS-PCA3 para la coamplificacion de
PCAS3, para obtener un intervalo lineal amplio para la cuantificacion de PCA3. Cuando se coamplificaron cantidades
variables de IS-PCA3 con una cantidad constante de PCA3, se obtuvieron resultados similares (datos no
mostrados).

Limite de deteccién y capacidad de reproduccion

Para determinar la sensibilidad y la linealidad de la técnica cuantitativa propuesta por RT-PCR para la deteccién y la
cuantificacion del ARN de PCAS3, se generd una curva de calibracién. Se mezclaron cantidades variables de
moléculas de ARN de PCAS3 (en el intervalo de 50 hasta 1 x 10 moléculas de ARN de PCA3) con 5 x 10° copias de
ARN de IS-PCA3. Tal y como se ha mostrado antes, ésta era la cantidad menor de IS-PCA3 que permitia un
intervalo amplio lineal para la cuantificacion de PCA3. Ademas, se podia evitar la ligera reactividad cruzada (0,1%)
de la sonda de PCA3 con méas de 5 x 10° copias de IS-PCA3 con el uso de esta cantidad de IS-PCAS3. La sefial de
fondo se definié como la sefial obtenida cuando no estaba presente el ARN de PCA3 o el ARN de IS-PCA3. El limite
de deteccién de este ensayo cuantitativo por RT-PCR se determiné como dos veces la media de la sefial de fondo.
En este ensayo cuantitativo por RT-PCR, el limite de deteccién se correspondia con 50 copias de ARN de PCA3 con
35 ciclos de amplificacién por PCR. Puesto que la fase de saturacion tenia el mismo efecto sobre ambas dianas (tal
y como se ha expuesto anteriormente), se obtuvo una curva de calibracién con un intervalo lineal amplio, que se
extendia desde 50 hasta 1 x 10’ moléculas de ARN de PCA3 (datos no mostrados).

La capacidad de reproduccion del ensayo por RT-PCR basado en PCA3 se establecié comparando cuatro curvas de
calibracion independientes. Se prepararon la serie de diluciones de las dianas de PCA3 y de IS-PCAS3, la
transcripcion inversa, los ensayos con PCR y de hibridaciéon de estas cuatro curvas de calibracion, y se analizaron
con cuatro ensayos independientes. Tal y como se puede concluir por la curva de calibracién combinada (datos no
mostrados), la capacidad de reproduccion global dentro del ensayo es buena con una media de los coeficientes de
variacion (CV) del 6% (intervalo: 2-25 %).

Cuantificacion de la expresién del ARNm de PCA3 en muestras de tejido

El ensayo descrito de RT-PCR basado en PCA3 se utiliz6 para evaluar la utilidad potencial de PCA3 como marcador
diagndstico para el cancer de prostata. La especificidad de PCA3 para la préstata se determiné al medir el nimero
de copias del ARN de PCA3 en el ADNc obtenido a partir de diferentes tejidos normales de mama, vejiga, duodeno,
corazon, higado, pulmon, rifion, préstata, vesicula seminal, piel, estbmago, testiculos y leucocitos de sangre
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periférica. Todas las muestras, excepto la de la préstata, eran negativas para PCA3 (datos no mostrados), lo que
concordaba con los datos publicados anteriormente (20;21).

A continuacion, se determind la expresion del ARN de PCAS3 en las siguientes muestras de tejido; BPH (n = 8),
prostata normal (n = 4), tumor de prostata que contiene un nimero igual o menor que el 10% de células de cancer
de prostata (n = 13) y tumor de préstata que contiene mas del 10% de células de cancer de prostata (n = 27), para
evaluar la utilidad de PCA3 como un marcador tumoral de la préstata. No habia diferencia en la expresion del ARN
de PCA3 entre el tejido no canceroso de la préstata y el tejido de BPH y, por lo tanto, ambos se incluyeron en el
grupo de testigos sin cancer. En los tumores de préstata que contenian mas del 10% de células de cancer de
préstata, la mediana del aumento de la expresién de PCA3 era de 66 veces mas (mediana, 158,4 x 10°; intervalo,
7,0 x 10° a 994,0 x 105) comparado con la expresion de PCAS3 en testigos sin cancer (mediana, 2,4 x 10°; intervalo
0,2 x 10° a 10,1 x 105) (Tabla 4). Incluso en los tumores de préstata que contenian menos del 10% de células de
cancer de préstata, el aumento de la expresion de PCA3 era de once veces (mediana, 25,3 x 105; intervalo 6,6 x 10°
a 166,0 x 105), comparado con la expresién en testigos sin cancer. En 7 muestras humanas de prostatectomia
radical, la expresion de PCAS3 en las &reas del tumor se comparo con la expresion de PCA3 en tejido de la prostata
no neoplasico adyacente, de los mismos pacientes. Con el ensayo cuantitativo por RT-PCR basado en PCA3, se
observo en estos tumores de prostata un aumento de la expresion de PCA3 desde 6 hasta 1500 veces mas,
comparada con la del tejido no neoplasico adyacente de la prostata (Tabla 6).

Para la determinacion de la posible eficacia para el diagndstico del ensayo cuantitativo por RT-PCR basado en
PCA3, se realizé una curva de rendimiento diagnéstico (ROC) (datos no mostrados). El area bajo la curva (AUC) era
0,98 (95% de intervalo de confianza, 0,94-1,01), lo que indica que el ensayo basado en PCA3 es muy especifico y
tiene un fuerte valor de diagndstico.

Discusion

La RT-PCR es actualmente el método utilizado mas ampliamente para la deteccion de una pequefa cantidad de
células neoplasicas en un fondo amplio de células normales. En estos Ultimos afios, los ensayos de RT-PCR se han
desarrollado para identificar células del cancer de prostata a partir del ARNm de PSA y el ARNm de PSMA como las
dianas empleadas de forma mas habitual en esta técnica (25;26;26-29). Muchos de estos ensayos por RT-PCR eran
cualitativos, lo que significa que proporcionaban una informacién con respecto a la presencia o la ausencia de estas
dianas en los productos de la reaccion con PCR. Como todos los ensayos por PCR, la RT-PCR es un ensayo
extremadamente sensible. Sin embargo, después de la introduccién del método de la RT-PCR anidada, los
transcritos de PSA y de PSMA también fueron detectados en leucocitos de sangre periférica obtenida de donantes
sanos (30; 31). Esto indica que los transcritos basales de los genes especificos de la prostata que podian estar
presentes con niveles de fondo bajos, en células que no eran de la préstata, podrian dar como resultado una sefial
falsa positiva si la sensibilidad de la técnica de RT-PCR llegara a ser demasiado alta. La expresién de fondo de
numerosos genes que antes se consideraban especificos del tejido o del tumor ha contribuido al amplio intervalo de
sensibilidad y especificidad entre los resultados de los estudios por RT-PCR. Estos resultados contradictorios se
pueden atribuir a la falta de uniformidad entre los protocolos utilizados para la RT-PCR. La expresién de fondo de los
genes especificos de tejido no invalida su uso clinico. Sin embargo, implica que es necesario el desarrollo de
técnicas mas cuantitativas de RT-PCR para obtener resultados més reproducibles y fiables.

En la deteccion y el andlisis de los productos de la RT-PCR, la transferencia de tipo Southern seguida de hibridacion
con sondas de oligonucledtidos radiactivos especificos dominaba el campo de los ensayos de hibridacién hace dos
décadas. Aunque es sensible, esta técnica es cualitativa y requiere mucho tiempo. En la Gltima década, ha habido
una transicion hacia alternativas no radiactivas debido a los peligros para la salud y a los problemas asociados con
el uso y la eliminacion de radioisétopos.

Una de las nuevas tecnologias en el campo de la RT-PCR es la deteccidon en tiempo real por PCR de éacidos
nucleicos en un tubo cerrado (32;33). Esta técnica disminuye el riesgo de contaminacion y también simplifica el
analisis, ya que no se requieren las etapas de hibridacion después de la PCR. Por otra parte, se puede analizar
simultineamente una gran cantidad de muestras. El método utilizado de forma mas extendida es la generacion de
una curva de calibracion a partir de una serie de diluciones de plasmidos linealizados que contienen el inserto de
ADNCc de interés. Esta serie de diluciones se amplifica en la misma serie que las muestras. Aunque su uso es muy
generalizado, esta estrategia puede tener un impacto sobre la precision del ensayo. Las muestras de ARN pueden
ser mas propensas a variaciones en la eficacia de la amplificacion, que son debidas a los inhibidores presentes en la
muestra retrotranscrita en comparacion con la amplificacion del ADN plasmidico (34). Debido a la introduccion de
variaciones principales en la etapa de transcripcién inversa, el nimero de copias obtenidas después de una RT-PCR
en tiempo real puede que no refleje el nUmero de copias en la muestra antes de la sintesis del ADNc. El uso de un
patron interno exdgeno en la curva de calibracion y en las muestras corregira cualquier diferencia que pueda tener
lugar durante la sintesis del ADNc y podria superar este problema. Sin embargo, en los ensayos por PCR en tiempo
real no se puede emplear un tal patrén interno competitivo. La diana y el patron interno competiran por los
reactantes de la PCR. Si existe una diferencia superior a diez veces entre la diana y el patron interno, entonces la
especie menos abundante no se amplificard suficientemente para la deteccion. Esto es debido a que la diana mas
abundante consumira la mayoria de los reactantes de la PCR, especialmente los cebadores (34;35). Para corregir
estas variaciones de muestra-a-muestra en la PCR en tiempo real, se amplifica tras RT un ARN celular a la vez que
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el ARN diana. Los denominados genes de mantenimiento se emplean como patrones internos endégenos y la
expresion de estos genes no debe variar en los tejidos o0 en las células durante la investigacién o debido a un
tratamiento experimental. Estos ARN se tienen que expresar también casi al mismo nivel que el ARN diana. El
namero de copias de ARN diana se normaliza a continuacién con la expresién del ARN del gen de mantenimiento
abundante. Los rARN pueden ser Utiles como patrones internos puesto que estan generados por una polimerasa
distinta (36). Por lo tanto, sus niveles de expresién probablemente no variaran bajo condiciones que afecten a la
expresion de los ARN (37). Sin embargo, los rARN se expresan a niveles muy superiores que el ARN diana. Por lo
tanto, la normalizacion del ARN diana poco abundante por el gen de mantenimiento abundante (p. €j., rARN de 18
unidades Svedberg (S)) puede ser dificil. Este rARN 18S es muy abundante comparado con los transcritos del
ARNm diana. Esto dificulta la sustraccién exacta del valor basal en el analisis de los datos de la RT-PCR en tiempo
real (38). Para superar estos problemas, Nurmi desarroll6 un patrén interno similar a la diana, no competitivo y
exdgeno, para un ensayo cuantitativo en tiempo real de PSA (34). Omitiendo el IS del andlisis del ARNm de PSA por
PCR en tiempo real, se obtuvo como resultado una subestimacion de 172 veces la cantidad de ARN de PSA en una
muestra. Ademas, al usar sondas marcadas con lantanido en lugar de las sondas convencionales con TaqMan
eran capaces de detectar dos dianas distintas, incluso cuando la diferencia en sus cantidades de partida es de cien
veces. Debido a la razon superior entre sefial e mterferenma el limite de deteccion se pudo incrementar diez veces.
Con las sondas y los marcadores normales de TagMan® con caida rapida o abrupta de la fluorescencia, el limite de
deteccion era 1000 copias de ARNm diana, mientras que la deteccion basada en lantanidos era capaz de detectar
100 copias del ARNm de PSA. Aunque este desarrollo sigue estando en fase de investigacion y todavia no hay un
instrumental disponible para la PCR en tiempo real para la deteccién de la fluorescencia resuelta en el tiempo, esta
estrategia es una gran mejora de la PCR en tiempo real para cuantificaciones verdaderas de ARNm expresados en
poca cantidad.

En una realizacion, se decidi6 no emplear la PCR en tiempo real para la cuantificacién debido a los problemas
descritos anteriormente respecto a la correccién para la preparaciéon de muestra-a-muestra y la cuantificacion
exacta. Por lo tanto, se desarrollé un ensayo con RT-PCR cuantitativo, basado en la fluorescencia resuelta en el
tiempo para PCA3. Actualmente, la fluorescencia resuelta en el tiempo (TRF) se considera una de las técnicas no
radiactivas méas sensibles que permiten para distinguir entre la sefial fluorescente rapida de corta duracion obtenida
a partir del fondo de muestras bioldgicas y el tiempo de extincion de la fluorescencia de larga duracion de las sondas
de lantanidos. La medicidn de la sefial fluorescente del lantanido no tiene lugar hasta que transcurre un tiempo
determinado desde el momento de la excitacién. Durante este retardo, la sefial fluorescente rapida de breve
duracion desaparece, lo que explica la alta sensibilidad de esta técnica (39). Ylikoski combiné ambas técnicas en su
ensayo cuantitativo por RT-PCR basado en la fluorescencia resuelta en el tiempo para PSA (23;40). Esto
proporciond una deteccion sensible, cuantitativa y lineal del ARNm de PSA en las muestras biolégicas. El ensayo
cuantitativo descrito por RT-PCR basado en la fluorescencia resuelta en el tiempo para PCA3 se basa en el principio
que han utilizado.

Tal y como se ha expuesto anteriormente, el problema méas desafiante asociado a la RT-PCR es la determinacion de
la cantidad de partida del ARN diana. Para la cuantificacion de PCA3, una cantidad constante de patrén interno de
ARN exdgeno se anadlo a cada muestra y a cada uno de los calibradores que cubrian el amplio intervalo lineal
desde 50 hasta 1 x 10’ copias del ARN de PCAS3. Este IS-PCA3 solamente contenia una diferencia de 3 pb respecto
al ARNm de PCAS3. El patron interno se afiadié a la muestra antes de la sintesis del ADNc. Por lo tanto, puede
corregir variaciones durante el procedimiento completo del ensayo, desde la transcripcion inversa hasta la deteccion
de los productos de la amplificacién mediante el ensayo de hibridacion. Hemos mostrado que ambas dianas se
coamplificaron igualmente debido a su semejanza de tamafio y de secuencia. La pequefia diferencia en la secuencia
permitié la construccion de dos sondas especificas para la hibridacién con la que detectar PCA3 e IS-PCA3. Las
condiciones de la hibridacion se han optimizado para evitar hibridaciones cruzadas entre las sondas y sus dianas.
Hemos mostrado que las dos dianas se detectaron selectivamente con las sondas en el ensayo de hibridacion. Las
sondas estaban marcadas con dos Iantanldos diferentes, europio y terbio. Los picos abruptos de la emision y los
diferentes tiempos de extincion del Eu® y T permiten la deteccion simultanea de ambos analitos en un pocillo de
microtitulacion. Para determinar la cantidad de partida del ARNm de PCA3 en una muestra, la razén entre la
fluorescencia de PCA3/IS-PCA3 obtenida a partir de la muestra fue comparada con las razones obtenidas a partir de
los calibradores. Este ensayo de hibridacién basado en TRF con marcador doble, en placas de microtitulacion,
permite la cuantificaciéon del ARNm de PCA3 en un gran nimero de muestras, solamente con un conjunto aislado de
doce calibradores. Por otra parte, la capacidad de reproduccion del ensayo es buena, con una mediana de los
coeficientes de variacion (CV) del 6% (intervalo 2-25%). Con este método, se pueden detectar hasta 50 copias de
PCA3 cuando se coamplifican con cien veces mas (5000 copias) de patrén interno. Esto no habria sido posible con
la técnica convencional de la PCR en tiempo real, puesto que una diferencia de mas de diez veces entre la diana y
el patrén interno conduciria a una amplificacion insuficiente de las especies menos abundantes. La sensibilidad de
esta técnica gana importancia en la determinacién del diagnéstico, cuando se tienen que detectar pequefias
cantidades de la secuencia de interés. El método cuantitativo descrito por RT-PCR basado en la fluorescencia
resuelta en el tiempo es cuantitativo, mas sensible, méas rapido y mas sencillo que el andlisis convencional basado
en la transferencia de tipo Southern y la hibridaciéon de la membrana.

El ensayo cuantitativo por RT-PCR basado en la fluorescencia resuelta en el tiempo descrito en esta memoria para
PCA3 mostraba que PCA3 se expresaba exclusivamente en la prostata. Esto concordaba con los datos publicados
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anteriormente (20; 21). Este ensayo cuantitativo por RT-PCR obtuvo valores de AUC-ROC de 0,98 para PCA3. Esto
muestra la gran capacidad de discriminaciéon de este transcrito para diferenciar entre tejidos de la préstata
cancerosos y no cancerosos. Bussemakers y sus colaboradores encontraron una hiperexpresiéon de 10-100 veces
mas de PCA3 en areas del tumor, comparadas con el tejido de la préstata no neoplasico adyacente, basandose en
el andlisis de transferencia de tipo Northern. Con este ensayo cuantitativo basado en la fluorescencia resuelta en el
tiempo mostramos que la expresion de PCA3 en areas tumorales de las muestras de prostatectomia radical de 7
pacientes se incrementaba de 6 a 1500 veces mas, comparada con el tejido no neoplasico adyacente de la prostata.
En el grupo no compatible de muestras del tejido se observé un aumento de la expresion de PCA3 con una mediana
de 66 veces mas en los tumores de la préstata que contenian mas del 10% de células tumorales. La mediana del
incremento de la expresién de PCA3 de 11 veces mas en las muestras de tejido de la préstata que contienen menos
del 10% de células tumorales indica que el ensayo de PCA3 es capaz de detectar unas pocas células cancerosas en
un fondo en el que predominan las células no cancerosas. Estos datos estaban en concordancia con los datos
obtenidos a partir del ensayo por PCR en tiempo real desarrollado recientemente (21).

Los datos combinados y el hecho de que PCA3 no se expresa en los leucocitos (presentes frecuentemente en los
liquidos corporales) indican que el ensayo cuantitativo por RT-PCR para PCA3 es una gran promesa como
herramienta de diagndstico. Como tal, se podria aplicar en la deteccién de células cancerosas de la préstata en la
sangre, orina o semen obtenidos de pacientes de los que se sospecha que tienen cancer de prostata.
Recientemente, esta hipétesis fue sometida a ensayo por Hessels (Eur. Urol. 2003, véase mas arriba) mediante el
ensayo molecular descrito en esta memoria para analizar los sedimentos urinarios después de una exploracion
rectal digital a fondo de la prostata. Los datos combinados mostraban que la determinacién cuantitativa de los
transcritos de PCA3 en sedimentos urinarios obtenidos después de un masaje exhaustivo de la pristata tiene una
especificidad elevada (el 83%) comparada con el PSA del suero (el 20%) para la deteccién del cancer de prostata.
Por otra parte, el valor predictivo negativo de este ensayo era del 90%. Por lo tanto, tiene un gran potencial en la
reduccion del nimero de biopsias.

En esta memoria se ha desarrollado un ensayo cuantitativo por RT-PCR basado en la fluorescencia, resuelta en el
tiempo, muy sensible, con un amplio intervalo de deteccion lineal desde 50 a 1 x 10’ copias de PCA3. En este
ensayo, el patron interno exdgeno, similar a la diana, controla las variaciones entre muestras procedentes de la
sintesis del ADNc para el ensayo de hibridacion. Este ensayo ha mostrado que PCA3 puede discriminar
enormemente entre los tejidos cancerosos y los no cancerosos de la préstata. Recientemente mostramos que este
ensayo cuantitativo por RT-PCR es aplicable a la deteccion de células de cancer de préstata en los sedimentos de la
orina. Asi, los estudios multicéntricos que emplean ensayos con PCA3 validados pueden proporcionar la primera
base de la utilidad de los diagndsticos moleculares en la practica clinica urolégica.

La eficacia potencial para el diagndstico del ensayo basado en PCA3 se determind midiendo cuantitativamente los
transcritos de PCA3 en las muestras de prostata no cancerosas y cancerosas. Antes de la reaccion de transcripcion
inversa, el ARN total obtenido a partir de muestras de tejido de la préstata normal y con cancer se mezclaron con un
patron interno de ARN exdgeno, similar a PCA3. Este patrén interno corrige las variaciones durante todo el
procedimiento del ensayo. Después de la coamplificacion por RT-PCR de PCA3 y del patron interno, las muestras se
inmovilizaron en pocillos de microtitulacion revestidos con estreptavidina. Cada diana se hibridd con una sonda
especifica, marcada con europio o terbio. La fluorimetria resuelta en el tiempo se utilizé para la medicién de estos
guelatos de lantanido altamente fluorescentes. La cuantificacion de las copias del ARNm de PCA3 en una muestra
se determiné a partir de una curva de calibracion que cubria el amplio intervalo lineal desde 50 hasta 1 x 10’ copias
de PCA3.

Los tumores de la préstata mostraban un incremento de 66 veces en la expresion de PCA3 (mediana 158,4 x 10°
copias/ug de ARN del tejido) cuando se comparaban con el tejido benigno de la préstata (mediana 2,4 x 10°
copias/ug de ARN del tejido). Este aumento de la expresion se encontré en mas del 95% de las muestras de cancer
de préstata estudiadas. Los datos presentados en esta memoria revelaban que las muestras de tejido que contenian
menos del 10% de células cancerosas se podian discriminar exactamente de las muestras no cancerosas. Por lo
tanto, parece factible la deteccién de una pequefia fraccion de células de cancer de préstata en un fondo de células
normales. La eficacia del diagndstico del ensayo basado en PCA3 se visualizé en una curva de rendimiento
diagndstico. El area bajo la curva de 0,98 (95% de CI: 0,94-1,01) confirmaba el gran poder discriminatorio de este
ensayo. El ensayo cuantitativo por RT-PCR para PCA3 descrito es una gran promesa como herramienta para ser
utilizada en el pronéstico del cancer de préstata (y en el diagndéstico).

Recientemente, se ha identificado una variedad de genes especificos de la prostata, tales como el antigeno de la
membrana especifico de la préstata (PSMA) (12), NKX3.1 (13), el antigeno de células madre de la prdstata (PSCA)
(14), el gen 1 inductor del tumor de la préstata (PTI-1) (15), PCGEM-1 (16), PDEF (17), TMPRSS2 (18) y prostasa
(19). Sin embargo, los diagndsticos basados en la expresion de estos genes especificos de la prdstata no han sido
descritos. Ademas, el candidato mas prometedor para un ensayo de deteccion para diagnostico sigue siendo el gen
de PCA3 especifico de la préstata, puesto que su expresion esta restringida a la préstata y la expresion esta muy
incrementada en mas del 95% de los canceres de prdstata primarios (20;21). Para demostrar adicionalmente la
utilidad potencial de PCA3 como marcador de diagnostico para el cancer de prostata, se desarrollé un ensayo
cuantitativo por RT-PCR basado en la fluorescencia resuelta en el tiempo (con un patrén interno exdégeno y una
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curva de calibracion externa). La sensibilidad y la especificidad de este ensayo cuantitativo por RT-PCR basado en
la fluorescencia resuelta en el tiempo para PCA3 se validaron usando un panel amplio de muestras de préstata
normales y cancerosas bien caracterizadas.

Aungue la presente invencion se ha descrito en los parrafos anteriores mediante las realizaciones preferidas de la
misma, se puede modificar sin apartarse del espiritu y la naturaleza del sujeto de la invencion, tal y como se define
en las reivindicaciones adjuntas.

TABLA 2: CEBADORES DEL ACIDO NUCLEICO DE PCA3

Regién del 4&cido | Tamafo Nucleétidos Tamafio | Nucleotidos

nucleico

Secuencia del exoén

para la que se obtienen

los cebadores

Exén 1 98 1-98 de SEQ ID NO:1 120 1-120 de SEQ ID NO:2

Exén 2 165 99-263 de SEQ ID NO:1 165 121-285 de SEQ ID NO:2

Exén 3 183 264-446 de SEQ ID NO:1 183 286-468 de SEQ ID NO:2

Exén 4a 539 447-985 de SEQ ID NO:1 539 469-1007 de SEQ ID NO:2

Exén 4b 1052 986-2037 de SEQ ID NO:1 1059 1008-2066 de SEQ ID NO:2

Exdn 4c - - 556 2067-2622 de SEQ ID NO:2

Exdn 4d - - 960 2623-3582 de SEQ ID NO:2

Cebadores especificos

de la zona de unién del

exoén

Unién del exén 1 20 89-108 de SEQ ID NO:1 (SEQ | 20 109-128 de SEQ ID NO:2
ID NO:5) (SEQ ID NO:6)

Unién del exdn 2 20 252-271 de SEQ ID NO:1 (SEQ | 20 274-293 de SEQ ID NO:2
ID NO:7) (SEQ ID NO:7)

Unién del exén 3 20 435-454 de SEQ ID NO:1 (SEQ | 20 457-476 de SEQ ID NO:2
ID NO:8) (SEQ ID NO:8)

Unién del exén 4 20 974-993 de SEQ ID NO:1 (SEQ | 20 996-1015 de SEQ ID NO:2
ID NO:9) (SEQ ID NO:9)

Union del exén 5 - - 20 2055-2074 de SEQ ID NO:2

(SEQ ID NO:10)
Unién del exén 6 - - 20 2611-2630 de SEQ ID NO:2
(SEQ ID NO:11)

TABLA 3: SONDAS DE ACIDO NUCLEICO DE PCA3

Tamafo Nucleétidos Secuencia SEQ ID NO:

20 1-20 de AGAAGCTGGCATCAGAAAAA 12

SEQ ID NO:1
30 1-30 de AGAAGCTGGCATCAGAAAAACAGAGGGGAG 13
SEQ ID NO:1
40 1-40 de AGAAGCTGGCATCAGAAAAACAGAGGGGAGATTTGTGTGG 14
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Tamafio | Nucle6tidos Secuencia SEQ ID NO:
SEQ ID NO:1
20 89-108 de TGATACAGAGGAATTACAAC 5
SEQ ID NO:1
30 257-286 de GGCAGGGGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTG 15
SEQ ID NO:1
20 274-293 de AGAAAGGCTGCTGACTTTAC 16
SEQ ID NO:1
20 1-20 de ACAGAAGAAATAGCAAGTGC 17
SEQ ID NO:2
30 1-30 de ACAGAAGAAATAGCAAGTGCCGAGAAGCTG 18
SEQ ID NO:2
40 1-40 de ACAGAAGAAATAGCAAGTGCCGAGAAGCTGGCATCAGAAA 19
SEQ ID NO:2
30 114-143 de TACAGAGGAATTACAACACATATACTTAGT 20
SEQ ID NO:2
20 284-303 de GGGTGAGAAATAAGAAAGGC 21
SEQ ID NO:2
TABLA 4:
Zona de unidn | Parejas de
entre exones cebadores para
exones de PCA3 | Sondas de la zona de unidn del exén SEQ ID NO:
detectada
exon 1/exén 2 exon 1y exén 2 GGACCTGATGATACAGAGGAATTAC 22
exon 1/exén 2 exon 1y exén 2 GAGGAATTACAACAC 23
exon 1/exon 2 exon 1y exén 2 GATGATACAGAGGAATTACAACAC 24
exon 1/exén 3 exon 1y exén 3 GATGATACAGAGGTGAGAAATAAG 25
exon 1/exén 3 exon 1y exén 3 CAGAGGTGAGAAATAAGAAAGGC 26
exon 1/exén 3 exon 1y exén 3 GATACAGAGGTGAGAAATAAG 27
exon 1/exén 3 exon 1y exén 3 GATACAGAGGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTGAC 28
exon 2/exén 3 exon 2 y exdn 30 | GGCAGGGGTGAGAAATAAG 29
exon 1y exén 3
exon 2/exén 3 exén 2y exén 30 | CTCAATGGCAGGGGTGAG 30
exon 1y exén 3
exon 2/exén 3 exon 2 y exon 30 | CTCAATGGCAGGGGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTGAC | 31
exon 1y exén 3
exon 3/exén 4 exon 3y exon 4 o0 | GGAAGCACAGAGATCCCTGG 8

exén 1yexén 4o
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Zona de union
entre exones

detectada

Parejas de
cebadores para
exones de PCA3

Sondas de la zona de unién del exén

SEQ ID NO:

exon 2 y exén 4

exon 3/exoén 4

exoén 3yexén 4o
exén 1yexén 4o
exon 2y exén 4

GCACAAAAGGAAGCACAGAGATCCCTGGGAG

32

exon 3/exoén 4

exoén 3yexén 4o
exon 1y exon 4 o
exon 2 y exén 4

GCACAGAGATCCCTGGGAG

33

exon 3/exon 4

exon 3yexén 4o
exon 1y exon 4o
exon 2 y exén 4

GCACAGAGGACCCTTCGTG

34

exon 3/exdén 4

exon 3y exon 4 o
exon 1y exon 4o
exon 2y exén 4

GGAAGCACAAAAGGAAGCACAGAGATCCCTGGG 35

TABLA 5. Expresién del ARNm de PCA3 en muestras de prostata normal, de BPH y de tumor de préstata

Copias de ARNm de
PCA3/ug de ARN

Muestra Patologia % de PCa Puntuacion de | tisular (x1+10°)
Gleason
testigos no cancerosos
198 BPH 0,15
162 BPH 0,20
124 BPH 0,34
153 BPH 0,39
127 BPH 0,72
120 NPr 1,79
669 BPH 3,03
663 NPr 3,14
327 BPH 7,12
234 BPH/NPr 7,39
674 NPr 7,56
128 Npr 10,06
mediana 2,41
<10% de PCa
193 Tumor 5 6 6,55
676 Tumor 6 6 7,23
328 Tumor focal 6 12,68
665 Tumor focal 6 14,05
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Copias de ARNm de
PCA3/ug de ARN

Muestra Patologia % de PCa Puntuacion de | tisular (x1+10°)
Gleason
161 Tumor focal 6 14,07
238 Tumor 5 7 19,87
122 Tumor 1 6 25,32
158 Tumor 10 6 32,01
668 Tumor 5 6 55,95
203 Tumor 5 7 60,56
195 Tumor focal 6 85,88
661 Tumor 5 6 114,19
675 Tumor 10 6 165,95
mediana 25,32
>10% de PCa
715 Tumor 20 7 7,02
126 Tumor 40 6 11,32
143 Tumor >10% 7 16,30
707 Tumor 80 5 19,17
744 Tumor 30 7 34,16
129 Tumor 80 8 59,12
121 Tumor 90 8 61,55
673 Tumor 90 5 62,94
713 Tumor 70 3 75,62
29 Tumor 80 5 77,89
704 Tumor 85 6 89,20
237 Tumor 80 5 115,58
667 Tumor 65 6 138,50
717 Tumor 40 7 158,43
710 Tumor 20 7 215,89
48 Tumor 95 10 217,12
194 Tumor 80 6 221,17
147 Tumor >10% 6 249,99
118 Tumor 67 8 264,77
709 Tumor 30 6 270,77
664 Tumor 60 8 296,48
163 Tumor 90 6 297,25
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Copias de ARNm de
PCA3/ug

de ARN

Muestra Patologia % de PCa Puntuacion de | tisular (x1+10°)
Gleason
145 Tumor >10% 7 305,98
662 Tumor 70 6 487,88
666 Tumor 60 5 536,21
141 Tumor >10% 7 663,86
235 Tumor 80 7 993,99
mediana 158,43

BPH: Hiperplasia prostatica benigna

PCa: cancer de prostata

NPr: prostata normal

TABLA 6. Comparacioén de la expresion del ARNm de PCA3 entre la prostata no cancerosay el tejido tumoral
de préstata del mismo paciente

Codigo de la muestra Copias de ARNm de PCA3/ug de
ARN de tejido (x 1+10%)
Paciente NPr Pca NPr PCa
Razén T/N
1 128 129 100 590 6
2 674 673 76 630 8
3 127 126 7 113 16
4 663 664 31 2965 96
5 234 235 74 9940 134
6 120 118 18 2648 147
7 162 163 2 2973 1487
NPr: tejido de préstata normal
PCa: tejido de tumor de prostata
TABLA 7
Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razon |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

1 4,23 946 |974 12054 |81 T03-11049 |ausencia de

cancer
87 6,68 |1076 |118 33359 |4 T04-00507 |ausencia de

cancer
137 1166 |211 5272 40 T03-05862 |ausencia de

cancer
164 4,6 1216 |0 23003 |0 T04-04972 |ausencia de

cancer
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Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razén |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

92 4,41 1081 |82 936 87 T04-00521 |ausencia de
cancer

150 4,83 |1184 |68 151 451 T04-04416 |ausencia de
cancer

178 3,62 |1242 |0 9387 0 T04-05581 |ausencia de
cancer

118 6,07 1119 |0 884 0 TO4-01860 |ausencia de
cancer

196 791 |1272 |166 986 168 T04-07086 |ausencia de
cancer

11 923 |168 1408 119 T03-09658 |ausencia de
cancer

11 926 |166 16799 10 T03-09658 |ausencia de
cancer

12 23,28 | 1105 |177 10414 17 T04-00849 |ausencia de
cancer

13 47 988 |0 2926 0 T03-12238 |ausencia de
cancer

77 6,9 1050 [133 3696 36 T03-14332 |ausencia de
cancer

113 1114 |122 277 441 T03-03241 |ausencia de
cancer

14 5,9 997 23729 21318 1113 T03-12798 |ausencia de
cancer

127 492 1153 |58 6128 9 T04-04409 |ausencia de
cancer

15 6,9 935 |1239 13184 |94 T03-09653 |ausencia de
cancer

151 51 1188 [988 1580 625 TO4-05305 |ausencia de
cancer

16 4,44 1919 |557 1888 295 T03-09660 |ausencia de
cancer

16 2,2 1276 | 128 635 202 T03-09660 |ausencia de
cancer

17 7,6 925 143 1333 107 TO03-09656 |ausencia de
cancer

139 9,55 |1169 |98 1930 51 T03-08073 |ausencia de
cancer

18 26,8 |985 [177 2632 67 T03-12252 |ausencia de
cancer

68 17,9 1018 [185 3008 62 TO03-14038 |ausencia de
cancer

68 13,82 1044 |267 5614 48 T03-14038 |ausencia de
cancer
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Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razén |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

112 7,17 1113 [ 2145 10119 212 TO4-00842 |ausencia de
cancer

111 9,46 |1112 |0 712 0 T04-01175 |ausencia de
cancer

200 17,7 1256 |0 1318 0 T04-06474 |ausencia de
cancer

129 1,08 1158 |0 1396 0 T04-02170 |ausencia de
cancer

149 8,1 1195 | 295 4992 59 T04-03473 |ausencia de
cancer

130 32 1159 |78 1536 51 T04-04418 |ausencia de
cancer

97 7,86 |1068 |901 7204 125 T03-12795 |ausencia de
cancer

62 8,55 |1010 (O 1840 0 T03-13081 |ausencia de
cancer

20 0,93 (942 |1008 1960 518 T03-10730 |ausencia de
cancer

21 10 991 |223 17451 13 T03-04605 |ausencia de
cancer

140 49,57 |1170 | 283 5439 52 T03-03313 |ausencia de
cancer

23 5,68 992 0 3631 0 TO03-12531 |ausencia de
cancer

26 1,19 |989 922 19742 47 T03-11915 |ausencia de
cancer

27 5,4 960 |222 1531 145 T03-11915 |ausencia de
cancer

29 5,41 993 102 11858 9 T03-12533 |ausencia de
cancer

31 6,71 |940 |4703 39511 120 T03-10448 |ausencia de
cancer

73 7,5 1024 | 372 20984 18 T03-14028 |ausencia de
cancer

76 8,35 1043 |62 369 168 TO03-14034 |ausencia de
cancer

198 6,74 |1274 |234 3066 76 T04-06256 |ausencia de
cancer

132 10,35 [1161 (121 1360 89 T04-02172 |ausencia de
cancer

64 14,14 (1014 |204 706 289 TO04-04966 |ausencia de
cancer

64 14,14 1217 |552 24878 22 T04-04966 |ausencia de
cancer
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Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razén |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

64 14,14 (1244 (1011 18431 55 T04-05575 |ausencia de
cancer

133 10,85 [1162 |7392 56456 131 T04-02178 |ausencia de
cancer

133 22,6 |1167 |2580 12569 |205 T04-02178 |ausencia de
cancer

104 6,41 1104 780 1884 414 T04-00851 |ausencia de
cancer

33 11,3 (938 |0 1413 0 T03-10446 |ausencia de
cancer

93 7,18 |1082 |1824 6645 274 T04-00518 |ausencia de
cancer

110 8,12 |1111 |0 1686 0 T04-01183 |ausencia de
cancer

157 3,36 |1209 |0 23685 |0 T04-04650 |ausencia de
cancer

119 11,74 (1120 (253 3352 75 T04-01539 |ausencia de
cancer

134 13,02 (1163 [1042 23137 45 T04-02176 |ausencia de
cancer

170 5,04 |1225 |107 5682 19 T04-04646 |ausencia de
cancer

82 5,07 1046 |1048 1719 610 T03-14338 |ausencia de
cancer

59 4,79 |1006 |6989 37995 184 T03-13078 |ausencia de
cancer

182 6,8 1238 |477 34720 14 T04-05369 |ausencia de
cancer

96 53 1071 [4336 66786 65 TO03-13415 |ausencia de
cancer

181 495 [1239 |0 10403 0 T4-05302 ausencia de
cancer

98 5,67 |1098 |58 1293 44 T04-00820 |ausencia de
cancer

194 4,18 1270 (120 14280 8 T04-6754 ausencia de
cancer

201 4.8 1257 |639 25343 25 T03-14641 |ausencia de
cancer

103 7,73 |1103 |0 550 0 T04-00846 |ausencia de
cancer

101 1277 |0 505 0 T03-14040 |ausencia de
cancer

126 10,76 1152 |0 11523 0 T04-01855 |ausencia de
cancer
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Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razén |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

46 12,91 |983 235 14462 16 T03-14639 |ausencia de
cancer

47 13,9 (944 |7509 32691 230 T03-13435 |ausencia de
cancer

163 5,99 |1215 |0 41990 0 T04-04968 |ausencia de
cancer

147 16 1181 |487 14526 34 T04-04422 |ausencia de
cancer

191 6,6 1267 |511 2740 186 T04-00267 |ausencia de
cancer

171 6,82 |1226 |512 2647 193 T04-04643 |ausencia de
cancer

123 24 1138 |0 8052 0 T04-03121 |ausencia de
cancer

50 5,17 |941 |780 7358 107 T03-10732 |ausencia de
cancer

52 996 |[609 17412 35 T03-12800 |ausencia de
cancer

80 3,563 1048 |352 8416 42 T03-14330 |ausencia de
cancer

55 984 |73 3419 21 T03-13126 |ausencia de
cancer

174 10,38 (1230 |960 22230 43 TO04-04407 |ausencia de
cancer

70 1021 |93 98251 1 T03-13720 |ausencia de
cancer

56 29 982 |0 940 0 T03-14334 |ausencia de
cancer

56 29,08 |[1005 (82 471 174 TO04-04413 |ausencia de
cancer

75 8,68 |1026 |115 3118 37 T03-14030 |ausencia de
cancer

136 4.8 1165 |0 22843 0 T04-02788 |ausencia de
cancer

193 4,21 1269 |284 15158 19 T04-06729 |Gleason 6

4 5 998 13549 37999 357 T04-06172 |Gleason 7 Gleason pT2ANOR1

4+3=7

190 12,02 |1265 |55 845 65 T04-06728 |Gleason 7

186 4,94 1261 |48 129 372 T04-06470 |Gleason 6

8 947 252 635 397 Gleason 5

122 6,24 1123 | 366 430 852 T04-01537 |Gleason 6 Gleason pT2BNOR1

3+3=6
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Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razén |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

9 6,25 |932 136 T03-10189 |Gleason 6

9 6,25 |932 |2141 8222 260 T03-10189 |Gleason 6

91 4,49 1078 |401 1689 237 T04-00510 |Gleason 6

66 53 1016 |534 6623 81 T03-13432 |Gleason 6 Gleason pT2ANORO
3+3=6

63 30,4 |1012 |1640 3781 434 T03-13436 |Gleason 7

166 6,42 |1221 |116 6178 19 T04-04967 |Gleason 6

19 62 933 222 T03-09755 |Gleason 8 Gleason pT4N1
4+4=8

19 62 933 392329 |704960 (577 T03-09755 |Gleason 8 Gleason pT4N1
4+4=8

65 4,23 1015 |103 1180 87 T04-02391 |Gleason 6 Gleason pT2CNOR1
2+4=6

195 17,62 |1271 |137 402 340 T04-06731 |Gleason 7

25 7,1 963 |1031 1038 1012 T04-01468 |Gleason 7 Gleason pT2ANOR1
3+4=7

192 8,93 |1268 (5610 37695 149 T04-06730 |Gleason 7

120 9,77 |1121 |775 10035 77 T04-01533 |Gleason 7

30 7,49 |965 (291 6414 46 T03-11922 |Gleason 6

167 24 1222 | 395 2254 175 T04-06472 |Gleason 7

32 928 (102 429 243 T03-11626 |Gleason 6

32 928 |594 518 1147 |T03-11626 |Gleason 6

79 85,63 |1049 (122 223 547 T03-14340 |Gleason 9

143 51 1219 (0 7351 0 T04-06258 | Gleason 6

109 30 1110 |1072 6302 170 T04-06287 |Gleason 9 Gleason pT3ANOR1
4+5=9

34 9,56 |990 (1375 12730 |108 T03-12527 |Gleason 6

169 3,52 |1224 |15610 23584 662 T04-04644 |Gleason 6

172 11,53 1227 |3409 7448 458 T04-04652 | Gleason 6

142 9,06 |1218 |163 3924 41 T04-06400 |Gleason5 Gleason pT2CNORO
2+3=5

57 7,55 |1003 |251 7094 35 T03-13075 |Gleason 6

162 1 1214 109 578 189 T04-04964 | Gleason 6

125 11,61 |1151 |228 564 404 T04-00822 |Gleason 7 Gleason pT3ANOR1
4+3=7

154 6,9 1199 |80 379 211 T04-04180 |Gleason 6

154 6,9 1229 | 224 711 315 T04-04180 |Gleason 6
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Paciente |PSA |ARN |PCA3 PSA Razén |Biopsia de|Diagnéstico |PA RRP RRP
PA conclusion

155 5,38 1207 |0 3913 0 T04-04877 |Gleason 5

90 9,45 1077 | 3511 16621 211 T04-00516 |Gleason 7

100 7,18 |[1100 (404 9690 42 T04-01181 |Gleason 6

156 5,52 1208 |431 43117 |10 T04-06076 |Gleason5 Gleason pT2ANORO
2+3=5

153 10,33 1189 |355 1549 229 T04-03468 | Gleason 6

121 5,98 1122 |424 3787 112 T04-01531 |Gleason 4

121 5,98 1122 | 773 5508 140 T04-01531 |Gleason 7 Gleason pT3BNORO
4+3=7

173 6,66 (1228 |189 1684 112 T04-04183 |Gleason 6

72 15,7 |1023 |209 1345 155 T04-03591 |Gleason 7 Gleason pT3ANORO
4+3=7

117 9,38 |1118 |6056 12872 |470 T04-06788 | Gleason 7 Gleason pT3ANOR1
3+4=7

183 21,24 (1236 |10259 [121054 |85 T04-05303 |Gleason 6

94 12,28 |1080 | 789 9888 80 T04-00527 |Gleason 9

184 3,9 1259 |57 57 1000 T04-07087 |Gleason 8

61 25,27 | 1013 |587 4354 135 T03-13417 |Gleason 7
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Ademas, la solicitud hace referencia a los siguientes puntos:

1. Un procedimiento para diagnosticar cancer de prdstata en una muestra bioldgica de un paciente, que
comprende:
a) valorar la cantidad de un ARNm de PCAS3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de PSA en dicha

muestra biol6gica;

b) determinar una razén de dicha cantidad de dicho ARNm de PCA3 especifico de cancer de préstata en
funcion de la cantidad de PSA; y

c) comparar el valor de dicha razén con al menos un valor umbral predeterminado,

en donde un valor de la razén por encima de dicho valor umbral predeterminado es indicador de un mayor riesgo de
mortalidad del cancer de prostata en comparacion con un valor de la razén por debajo de dicho valor umbral
predeterminado.

2. El procedimiento de acuerdo con el punto 1, en donde dicha muestra bioldgica se selecciona del grupo que
consiste en: orina, reseccion de tejido prostatico, biopsia de tejido prostatico, semen y lavado vesical.

3. El procedimiento de acuerdo con el punto 2, en donde dicha muestra bioldgica es una muestra de orina
obtenida tras una exploracion rectal digital.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 3, en donde dicha cantidad de PSA es la
cantidad de ARNm de PSA.

5. Un procedimiento para pronosticar el cancer de prostata en una muestra biolégica, que comprende:

a) poner en contacto una muestra biolégica con al menos un oligonucleétido que se hibrida a un ARNm de PCA3
especifico de cancer de prostata;

b) poner en contacto dicha muestra biolégica con al menos un oligonucleétido que se hibrida a un ARNm de PSA;
c¢) determinar la cantidad de ARNm de PCA3 y la cantidad de ARNm de PSA presentes in dicha muestra bioldgica;
d) determinar una razén de dicha cantidad de ARNm de PCAS3 en funcién de dicha cantidad de ARNm de PSA;

e) comparar el valor de dicha razén de ARNm de PCA3 en funcion de dicha cantidad de ARNm de PSA con al
menos un valor umbral predeterminado,

en donde un valor de la razén por encima de dicho valor umbral predeterminado es indicativo de la presencia de un
cancer mas agresivo, en comparacion con un valor de la razén por debajo de dicho valor umbral predeterminado que
es indicativo de la presencia de un cancer menos agresivo.

6. Un procedimiento para valorar el volumen tumoral del cancer de préstata en una muestra biolégica, que
comprende:
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a) valorar la cantidad de un acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de PSA en una
muestra;

b) determinar la razén de dicha cantidad de dicho acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata en
funciéon de dicha cantidad de PSA;

c) comparar el valor de dicha razon con al menos un valor umbral predeterminado,

en donde un valor de la razén por encima de dicho valor umbral predeterminado es indicativo de un mayor volumen
tumoral del cancer de préstata en comparacion con un valor de la razén por debajo de dicho valor umbral
predeterminado.

7. Un procedimiento para monitorizar el crecimiento tumoral del cancer de prostata en una muestra biolégica
de un paciente, que comprende:

a) valorar la cantidad de un &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de PSA en dicha
muestra biol6gica en un primer punto de tiempo;

b) determinar la razén de dicho &acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata en funcion de dicha
cantidad de PSA;

c) repetir las etapas a) y b) con una muestra bioldgica de dicho paciente en un punto de tiempo posterior; y
d) comparar el valor de la razén obtenido en la etapa b) con el valor de la raz6n obtenida en la etapa c)

en donde un valor de la razé6n més alto en la etapa b) que el valor de la razén obtenido en la etapa c) es indicativo
de la progresion del cancer de prostata y de un mayor volumen tumoral.

8. Un procedimiento para monitorizar la progresion del cancer de prostata en una muestra bioldgica, que
comprende:

a) poner en contacto una muestra biolégica con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un acido nucleico de
PCA3 especifico de cancer de préstata;

b) poner en contacto dicha muestra biol6gica con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un acido nucleico
de PSA;

c¢) determinar la cantidad de acido nucleico de PCA3 y la cantidad de acido nucleico de PSA presentes en dicha
muestra bioldgica;

d) determinar la razén de dicha cantidad de &cido nucleico de PCA3 en funcion de dicha cantidad de acido nucleico
de PSA;y

e) repetir las etapas a) a d) en un punto de tiempo posterior; y
f) comparar el valor de la razén obtenida en la etapa d) con el valor de la razén obtenida en la etapa e)

en donde un valor de la razén mas alto en la etapa e) en comparacion con el valor de la razén obtenido en la etapa
d) es indicativo de la progresion del cancer de préstata.

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 8, en donde una reaccion de amplificacion se
usa para determinar la cantidad de dicho acido nucleico de PCAS3 especifico de cancer de prostata.

10. El procedimiento de acuerdo con el punto 9, en donde dicha reaccion de amplificacion se selecciona del
grupo que consiste en:

a) reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

b) ensayo de amplificacion basado en secuencia de acido nucleico (NASBA);

c) amplificacion mediada por transcripcion (TMA);

d) reaccion en cadena de la ligasa (LCR); y

e) amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA).

11. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 5 a 8, en donde la cantidad de dicho acido

nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y de dicho acido nucleico de PSA se determina con un ensayo
de hibridacion.
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12. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 11, en donde la cantidad de dicho &cido
nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata se valora con el uso de al menos un oligonucleétido que se
hibrida con una secuencia de acido nucleico de PCA3 seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de acido nucleico presentada en la SEQ ID n.° 1;
b) una secuencia de acido nucleico presentada enla SEQ ID n.° 2;y

¢) una secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones muy rigurosas a una secuencia de acido nucleico
de a) o de b).

13. El procedimiento de acuerdo con el punto 12, en el que la cantidad de dicho PSA se valora con el uso de al
menos un oligonucledtido que se hibrida en condiciones muy rigurosas con una secuencia de acido nucleico de PSA
seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de acido nucleico presentada en la SEQ ID n.° 38; y

b) una secuencia de &cido nucleico que se hibrida en condiciones muy rigurosas con una secuencia de acido
nucleico de a).

14. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 1, 2, 3, 6, 7 y 12, en donde se valora la cantidad
de proteina de PSA que contiene dicha muestra bioldgica.

15. El procedimiento de acuerdo con el punto 14, en donde se usa un anticuerpo para valorar dicha cantidad de
proteina de PSA.

16. Un kit de diagndstico y prondstico para el cancer de prostata, que comprende al menos un medio de
recipiente que tiene dispensado en él

a) al menos un oligonucleétido que se hibrida con un &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata
seleccionado del grupo que consiste en:

i. una secuencia de acido nucleico presentada en la SEQ ID n.° 1;
ii. una secuencia de acido nucleico presentada en la SEQ ID n.° 2;
iii. una secuencia de acido nucleico completamente complementaria a i o ii; y

iv. una secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones muy rigurosas a la secuencia de acido
nucleico de i, ii o iii;

b) al menos un oligonucleétido que se hibrida con el acido nucleico de PSA seleccionado del grupo que
consiste en:

i. una secuencia de acido nucleico presentada en la SEQ ID n.° 1;
ii. una secuencia de acido nucleico completamente complementaria a i;

iii. una secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones muy rigurosas con la secuencia de acido
nucleico de i oii; y

c) instrucciones para determinar el diagndstico y prondstico de cancer de prostata basandose en la deteccion
de una razon concreta del nivel del acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prdéstata en funcion del
nivel del &cido nucleico de PSA.

17. Un procedimiento para determinar el riesgo de progresion del cancer de préstata tras el tratamiento, que
comprende:
a) valorar la cantidad de acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prdstata y la cantidad de PSA en

una muestra antes del tratamiento;

b) determinar una razén de dicha cantidad de acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata en
funcién de dicha cantidad de PSA;

c) repetir las etapas a) y b) con una muestra bioldgica de dicho paciente después de dicho tratamiento; y

d) comparar el valor de la razon obtenida después del tratamiento con el valor de la razén obtenida antes del
tratamiento,

en donde un valor elevado de la razén en dicha muestra después del tratamiento en comparacion con el valor de la
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razén obtenido antes de dicho tratamiento es indicativo de la progresion del cancer de préstata.

18. Los procedimientos de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 15 y 17, que ademas comprenden la
determinacion de la puntuacién de Gleason de una muestra de prostata de dicho paciente y la correlaciéon de dicho
valor de la razon PCA3/PSA vy dicha puntuacion de Gleason con un riesgo de mortalidad asociado a dicha
enfermedad.

19. El procedimiento del punto 18, en donde dicho valor de la razon PCA3/PSA y dicha puntuacion de Gleason
estan correlacionados con una prediccion de eficacia del farmaco, respuesta del paciente y/o una prevision del
riesgo de enfermedad.

20. Un procedimiento para estadificar el cancer de préstata en una muestra biolégica de un paciente, que
comprende:
a) valorar la cantidad de un &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de PSA en

dicha muestra bioldgica;

b) determinar la razon de dicha cantidad de dicho &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata en
funcion de dicha cantidad de PSA,;

c) comparar el valor de dicha razén con al menos un valor umbral predeterminado; y

d) correlacionar un valor de la razén con un estadio concreto del cancer de prdstata,

en donde un valor de la razon por encima de un valor umbral predeterminado indica un estadio mas avanzado del
cancer de prostata en comparacion con un valor de la razén por debajo de dicho valor umbral predeterminado, con
lo que se estadifica el cancer de prostata.

21. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 7 y 8, en donde dicha muestra bioldgica se
obtiene de un paciente en tratamiento contra el cancer de prostata entre dicho primer y dicho posterior punto
temporal, con lo que se monitoriza un efecto de dicho tratamiento sobre el crecimiento tumoral del cancer o la
progresion del cancer.

22. Un procedimiento para diagnosticar el cancer de prostata en un paciente humano, que comprende:

a) realizar un ensayo de amplificacion de &cidos nucleicos in vitro en una muestra bioldgica de dicho paciente
0 extracto de la misma mediante el uso de una primera pareja de cebadores que es especifica de una
secuencia de &cido nucleico de PCAS3 especifica de cancer de prostata y una segunda pareja de cebadores
que es especifica de una secuencia de acido nucleico de PSA;

b) cuantificar dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 y dicha secuencia de &cido nucleico de PSA; y

C) calcular una razén normalizada de PCA3 en funcién de PSA, en donde dicha razén se puede correlacionar
con un nivel de ARNm de PCA3 y un nivel de ARNm de PSA en dicho paciente,

en donde dicha razén normalizada de PCA3 en funcion de PSA esta correlacionada positivamente con un grado o
estadio del cancer de prostata.

23. El procedimiento de acuerdo con uno del punto 21, en donde dicha razén es superior a aproximadamente
200 x 107, entre aproximadamente 75 x 107 y aproximadamente 200 x 1072 o entre aproximadamente 0 y
aproximadamente 75 x 10~°.

24. Un kit para pronosticar el cancer de prostata en un paciente, que comprende:

a) una primera pareja de cebadores especifica para la amplificacion del acido nucleico de PCA3 asociado al
cancer de préstata presente en una muestra de paciente;

b) una segunda pareja de cebadores especifica para la amplificacion de un acido nucleico de PSA,;

c) reactantes que hacen posible una deteccién cuantitativa de los productos de amplificacion del acido

nucleico de PCA3 y de PSA cuando estan presentes dicha secuencia de acido nucleico especifica de
prostata de PCA3 y segunda; y

d) instrucciones para determinar el diagndstico y el pronéstico del cancer de prdstata basandose en la
deteccion de una razon concreta del nivel del acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata en
funcion del nivel del &cido nucleico de PSA.

25. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 6, en donde dicho valor umbral se selecciona
de 132 x 102y 200 x 107>,
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26. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 15, 17 a 20, 22 y 23, que ademas comprende
el uso de un valor umbral de 3 ng/ml de la proteina de PSA en el suero.
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Listado de secuencias
<110> Stichting Katholieke Universiteit, The University Medical Centre Nijmegen

<120> Razones de ARNm en sedimentos urinarios y/u orina como marcador para el prondstico y/o tratanostico del
cancer de prostata

<130> L 3369 EP/1 S3

<150> CA 2.491.067
<151> 2004-09-23

<150> US 60/719.557
<151> 2005-09-23

<160> 43
<170> Patentln, version 3.2

<210>1

<211> 2037

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1472)..(1472)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(1517)..(1517)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1563)..(1563)
<223>n=a,c,got

<400> 1
agaagetgge atecagaaaaa cagaggggag atttgtgtog otgoagecga gggagaccag 60
gaagatctge atggtgggaa ggacctgaty atacagagga attacaacac atatacttag 120
tgtttcaatg aacaccaaga taaataagtyg aagagetagt cegetgtgag totecteagt 180
gacacaggge tggatcacca tegacggeoac ttictgagta cteagtgcag caaagaaaga 240
ctacagacat cteaatggea ggggtgagaa ataagaaagy chtgctgactt taccatctga 300
ggceacacat ctgoctgaaat ggagataatt aacatcacta gaaacagcaa gatgacaata 360
taatgtctaa gtagbtgacat gtttttgeac atttecagee cctttaamata tocacacaca 420
caggaageace asaaggaage acagagatece ctgggagaaa tgcocggceg coatcttggy 4890
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toatcgatga
aattgatgtg
aacgggatta
gacgagaaaa
acatgaggcea
ctgotgocta
agetgttgta
gceacactca
aataacatta
gtttticcta
gatcttteca
atcaacatca
ttctcaagac
tggaagaatt
geaaagatga
taaaatgett
cttatotgto
cctigaacat
aantctagaa
acacatatga
agagtttaga
tgtaagectyg
catttctota
tecoccaaagg
tactggtcac

gggecactett

<210> 2
<211> 3582
<212> ADN

gectegeccet
ttcettaaag
éagatttgaa
tetigatgoe
gccaagetgg
aactgtgegt
atatctgate
tttttaatat
cteattttgt
aggagtgtte
gggttatact
tectecagtgt
ctcaaaatqgt
caatgttaca
ctaagtectt
agecttgtac
atcaccaica
gteaggnecat
tgatgtaaag
gattcateat
taaatatatyg
ggatgtgaag
tctetateac
taaccittat
ttatctecaac

gbgagccact

<213> Homo sapiens

<400> 2

acagaagaaa

tagcaagtgce
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gtgoetggte
gatgggcagyg
atgaagtcac
ttcacaagac
ggaggagata
tecataaccaa
tctacggtte
ttagticceca
tcaaagaccc
tggcccaggg
tactageaca
ctttgeceat
cattccatta
tgeagetatyg
tatcccteoc
tgaggctgta
acccoiceoa
acattrttec
tttigaataa
cacatgagac
aaatgcaaga
maaaggcagy
aatateccaac
cecatttcaty
tttgagatét

ttagggttca

cgagaagctg geatcagaaa ascagagggg agatttgtot

cegettgtga
aaaacagatc
aaagtgagca
atgcaacaaa
accacgggge
atcatttcat
cttctgggcé
gatctgtact
ttegtgttge
gatctgtgaa
cagcatgate
actgaaattce
atatcacagg
ggaatttaat
ctttgtttga
tacagcacag
tnysaccitaa
ttetgectga
gttgactatc
agcaaatact
kcéacagagg
ggacctcata
aggcttttca
gtgagtgcge
gtttgtectt

ctoctggeaa
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gggaaggaca
ctgttgtgga
ttaccaatga
caaaatggaa
agagggtcag
atttctaace
caacattcete
gtgacctttc
tgectaatat
caggctggga
attacggagt
atttcceact
attaactttt
tacatatttt
ttttttttee
ccteteceea
acaaaatcta
gaagctcttc
ttacttcatg
aaaagtgtaa
gaatgtttat
Qtatcttata
cagaattcat
tttagaattt
gtagttaatt

taaagaatit

ttagaaaatg
tatttatttyg
gaggaaaaca
tactgtgaty
gattctggeo
ctcaaazcaa
catatatcca
tacactgtag
gtagetgact
ageatctcaa
gaattatcta
tttgtgocea
ttttttaace
gttttecagt
agtataaagt
tecectecage
acttgtaatt
cttgtetett
caaagaaggy
tttgattata
ggggcacgtt
taatatactt
gcagtgcaaa
tggcaaatca
gaaagaaata

acaaaga

540
800
660
720
180
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2037
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ggctygcagec
gaattacaac
gtcegetgtyg
tactcagtge
ggctgetgac
tagaaacagce
cceettitaaa
aatgcceogge
gagggaagga
tectgtigtyg
cattaccaat
aacaaaatgy
gecagagggte
atatttctaa
cecaacatte
ctgtgacctt
getgectaat
aacaggetgg
teattacgga
teatttecea
ggattaactt
attacatatt
gatttEttit
agecteotcooe
aaacaaaate
gagaagctct
tecttacttca
ctaaaagtgt
gggaatgttt

tagtatctta

gagggagacc
acatatactt
agtctectea
agcaaagasa
tttaccatct
aagatgacaa
tatccacaca
cgocatcitg
cattagaaaa
gatatttatt
gagaggaaaa
aatactgtga
aggatitctgyg
ccctcaanac
tecatatatc
totacactgt
atgtagetga
gaageatcocte
gtgaattate
cttttgtgee
tttttittaa
ttgtttteca
ccagtataaa
catcecteca
taacttgtaa
tecttgtote
tgcaaagaag
aatttgatta

atggggcacy

tataatatac
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aggaagatcet
agtétttcaa
gtgacacagg
gactacagac
gaggceacac
tataatgtct
cacaggaage
ggtcategat
tgaattgatg
tgaacgggat
cagacgagaa
tgacatgagg
ceetgetgec
azagctgtig
cagcecacact
agaatéacat
ctgttttﬁcc
aagatcktttc
taatcaacat
cattotecaag
actggaagaa
gtgcaaagat
gttaaaatge
gecttatetg
ttccttgaac
ttaaatctag
ggacacatat
taagagttta
tttgtaagece

ttcatttote

gcatggtggg
tgaacaccaa
getggatcac
atcteaatgg
atetgctgaa
aagtagtgac
écaaaaggaa
gagectegee
tgttecttaa
tacagatttg
aastcttgato
cagecaageb
taaactgtge
taatatctga
cattttiaat
tacteatttt
taaggagtgt
cagggttata
cateoceteagt
acctcaaaat
ttcaatgtta
gactaagtcc
ttagecttgt
tcatecaccat
atgtcaggac
aatgatgtaa
gagattcate
gataaatata
tgggatgtga

tatectctate
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aaggacctga
gataaataag
categacgge
caggggtgag
atggagataa
atgttttige
gcacagagat
ctgtgectay
aggatgggea
aaatgaagtc
goettecacaag
ggggaggaga
gtteataace
tetetacgot
atttagttee
gttcaaagac
tctggeceag
cttactagea
gtotttgece
gteattccat
catgeageta
tttatcecte
actgaggcty
caacecccteco
atacattatt
agtttitgaat
atcacatgag
tgaaatgcaa
agcaaaggca

acaatatececa

tgatacagag
tgaagagcta
actttctgag
aaataagaaa
ttaacatcac
acatttcecag
cectgggaga
tecegettgt
ggaaaacaga
acazagtgag
acatgcaacsa
taaccacygy
aaatcattte
toettaotggy
cagatetgta
cctteghgth
gggatctgtg
cacagcatéa
atactgaaat
Eaatatcaca
tgggaattta
cectttgttt
tatacagcac
cataccacct
cottotgeet
aagttgacta
acagcaaata
gagoccacaga
gggaacctcs

acaagetttt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



cacagaatte
gctttagaat
ttgtagttaa
aataaagaat
gtgtgtgtgt
tfaaaacaag
ctcattatte
ttcacaaaag
gectacacact
aaaatactig
ttotcageag
gagaggattc
tagttcatgga
taagaactct
ctggtcaaaa
gccacaacca
tecatgagttg
gacacatatt
ttaccaatce
caagtctttt
ttteceaatag
tctaagaggt
ceckatatta
cagtggctoec
cctcatgggt
tgeteoactge
ctacatttga
acttgctgaa

tcttggeata

<210> 3
<211>20

atgcagtgea
tttggeaaat
ttgaaagaaa
ttacaaagag
gagtgtacat
catgttttea
tccagtaaat
cagctggaaa
gcettgacata
cattagagtet
aagccagaat
agacagctca
tagtccaata
gagtgatate
ggaaccaaga
acagcaggac
aattctecta
agcttetage
tetetetget
cttcecateeoe
athtgccta
tcaaaatcea
ctgattgact
ttgtggatca
ggaggggacc
ctitcagtgte

gaattccaat

aattaaghbit

ctatakcaac
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aatococaaa
catactggte
tagggcactc
ctactcagga
gccaaagtgt
aatggcacta
gtgataataa
tggacaacca
tattgttaga
cagetgggge
ttgaattcce
ggtgetttea
aataatgtta
aacattaggg
tacaaagaac
ccaacgeatg
ttatggatge
ctttgettec
ctgtitgottt
caccactaac
tgggetaata
actcaﬁtatc
gaacaggatg
tgcatgeoaag
actcotggge
ctectgeatet
taggaactca
tttcaaaatc

tttgattett

ggtaacettt
acttatetca
ttgtgageca
ccagtigtta
gectetotet
tgagctgoea
tgtcatctgt
caatatgeat
agecacctege
tgtgcatcag
tcatettitta
ctaatgtcte
tctttgaact
attcaaagaa
tekgagetgt
toetgagatac
tagettotayg
acgactttta
gaacttcoce
ctgaattgee
ttgetttaga
ttcotetttot
gtceccaaga
actgetgaag
cttegtgatt
coecttteta
catgttttat
tagtcctigta

tgttacaact
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atccatttea
actttgagat
ctttagggtt
agagotctgt
cttgacccat
atgatgtatc
taacataaaa
daatctaact
atttgtgggt
goggttigay
ggaatcattt
tgaactictyg
gatgeteata
atattagatt
catoegtecce
ttaaatcaag
ccatotetgyg
tcttttcetec
acaagaattt
tagaccetta
tgaacattag
ttcacctece
tgecagtcasa
ccagaggatg
gteoaggagcea
atgaagatce
ctgecctate
aattactttt

tt

tggtgagtge
gtgttigtce
cactcoatgge
agtgtgtgtat
tatttcagace
accaccatat
aaagtttgac
cctaccatea
tetettaage
aaatattcaa
accaggtttyg
tececctetttg
ggagagaata
taagcteoaca
atctotgtga
gaaaccagty
ctetectett
aacacatcge
caacgactct
tttttattaa
atatttaaag
ctgcteetet
atgagaaacc
actgattacg
agacctgaga
atagaatttg
aattttttaa

tecttacagtyg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3150
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3582
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 3

caggaagcac aasaggaagce 20

<210>4

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 4
teotgeceat cctttaagg 19

<210>5

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccién sintética”
<400> 5
tgatacagag gastiacaac 20

<210>6

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”
<400> 6

gatgatacag aggaattaca 20

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 7

tcaatggcag gagigagaaa 20
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<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 8
ggaagcacag agatcecigg 20

<210>9

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 9
attitgttca aagaccctic 20

<210> 10

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”
<400> 10
aaagagotac tcaggaccag 20
<210> 11
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 11

tettigaact gatgelcata 20

<210>12

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 12
agaagelgge alcagaaaaa 20

<210> 13
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<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripciéon de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 13
agaagetgge atcagaaaaa cagaggggag 30

<210> 14

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 14
agaagelgge alcagaaaaa cagaggggag attigtatgg 40

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 15
ggeaggggaty agaaataaga aaggelgetg 30

<210> 16

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 16
agaaaggetg cltgactitac 20

<210> 17

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”
<400> 17
acagaagaaa tagcaagtge 20

<210>18
<211>30
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 18

acagaagaaa {agcaagigc cgagaagcig 30
<210> 19
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 19
acagaagaaa tagcaagigce cgagaagoetg geatcagaaa 40

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 20
tacagaggaa ttacaacaca tatactiagt 30

<210>21

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”
<400> 21
gagtgagaaa taagaaagge 20
<210> 22
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 22

ggacclgatg atacagagga attac 25

<210> 23
<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 23
gaggaattac aacac 15

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 24
gatgatacag aggaatiaca acac 24

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 25

gatgatacag aggtgagaaa taag 24
<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 26
cagaggigag aaatasgaaa ggc 23

<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 27
gatacagagg tgagaaataa g 21
<210> 28
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 28
gatacagagg tgagaaataa gaaaggcetge igac 34

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 29
ggcaggogty agaaataag 19

<210> 30

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 30

ctcaatggea ggggtgag 18

<210> 31

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 31
cicaatggea ggogtgagaa ataagaaagg ctgcigac 38

<210> 32

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”
<400> 32

gcacaaaagg aagcacagag atcoclggaa g 31
<210> 33

<211>19
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 33
gcacagagat ceetgggag 19

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 34
gcacagagga cecttegly 19

<210> 35

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccién sintética”

<400> 35
ggaagcacaa aaggaageac agagatceet ggg 33

<210> 36

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética (PSA)”

<400> 36
aaitctaata cgactcacia tagggaggat gaaacaggcet gigecga 47

<210> 37

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética (PSA)”

<400> 37
agcaticcea accetggeag 20

<210> 38
<211>7130
<212> ADN
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<213> Homo sapiens (PSA)

<400> 38

gaattccaca
atatttetgy
tétctgtgga
acatctattt
ggatcaggga
gtgcaaagga
tgtttetgtt
gagcetacaag
ctetecctee
ggggagggec
aaggttttat
agagctgtgt
gtgagagagy
aggectecttic
¢totecoage
toeocacacca
cagctcecky
ctttgtgggy
teactggteo
gectgtgagty
qggatacccayg
aacaaatggyg
agcecccagac
gecacaacty
aaagaaaaac
tecctazactt

cotggttect

ttgkttgety
gctagaggat
getggattet
caggagcatg
gtctecacaat
tctaggeacyg
teatoctggg
ggcectggtge
cettecacag
ttggtcagee
agggectectg
caccatgtgg
ccatggttgg
ccccooaace
cccacttcaa
ggtcrcecget
cteceocagetyg
ctcaaaacct
atctectgag
teccaacecta
atgcecaacca
teecteagte
tettoattea
cecagetotet
aaataaaaca
tecaaaacct

agcaccectt
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cacgttggat
ctgtggacca
gggttgggag
aggaataaaa
ctectgagtg
tgaggotttg
catgtctect
atccagggtyg
ctotgggtgt
totgggtgee
ggggaggete
gtceceggttg
ggggatgcag
cagcacccca
geecatacce
cecteccact
ctitactaaa
ceaaggacet
cccctéaatc
teccagagac
gacaccteet
tggcaatggg
gtggcccaca
gattcceocaa
aaaccaactce
tececteticea

atececctoag

tttgaasatge
caagatcttt
tgcaaggaaa
gttetagttte
ctggtgtett
tatgaagaat
ctgcctitgt
atctagtaat
gggagggggt
agcagggceag
ccoageoocsa
tctteocteoac
gagagggagoc
gcccagacadg
ccagegcohe
tacaccagaa
ggggaagttc
ctetcaatge
ctatcacagt
cttgatgett
tettectage
actctgagaa
ttttecttag
atctgeatcee
agaccagaac
gecaactgaac

aatccacaac

66

tagggaactt
ttatgatgac
agaatgtact

ctyggteteag

agggcacact

cggggatcgt
coectagatg
tgcagaacag
tgtocagect
gggeggagtae
agettaccac
cctgteegty
cageoctgac
ggagetggge
catattgcaa
ctitetecee
ctgggeatet
cattggttec
ctactgactt
ggecteccaa
caggetatct
ctecteattc
gaaaaacatg
ttttcaaaac
tgttttetca
ctggecataa

ttgtaccaag

tgggagacte
agtagcaatg
aaatgecaaq
agtggtgcag
gggtettgga
acccacceae
aagtctecat
caagtgctag
ccagcageat
ctggggaaty
ctgraccogy
acghggattyg
tgtcaagotg
teottttetgt
cagtcctcecac
attgcceage
ceghtgtthet
ttggacegta
ttcecattea
tcttgeccta
ggectgagac
cctgactett
agcateaceca
ctaaaaacaa
acctgggact
ggcacttate

tttecottot

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
9200
9260

1020
1080
1140
1200
1260
132¢
1389
1440
1500
1560

1620



cccagtecaa
gggegetgte
agecteteca
agectttece
gtgtettite
tcaaccetga
teggattgty
ctetegtgge
tgeccactge
cagaggaata
ggggagagag
cecctocceat
cattatgtot
ctetecoctet
tcectcteta
ctgteteace
tgagaaazgyg
ggaggecaay
tgaaacccca
agtcccaget
gecagtgagee
caagaaaaaa
tatccectgat
caggacatco
ggggcaattg
ceectggggay
tggaaaccoca
cggtococac
ggattoctet

tetgtttete

gacccecaaat
ttgtgtotce
ccageaceag
agetocceot
gaacccacat
ttecectgat
ggaggctggg
aggygecagtet
ateaggaagt
acagetgage
ggaaagttct
agetgectygy
cttggtaact
cttetetgte
geeagtgtgt
tgtgectict
aagggetttg
gcaggtagat
tetctactaa
actcaggagg
gagaccgtygc
aszaaaaaaa
gtgtgtgggt
ctocactott
agggaggagg
cgaagtggayg
cgeccaaagec
teagetecaa
ctacttgygtt

actttetgee
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caccacaaag
taca?tgatc
ccaccaacct
gececatgteo
cotaaatcea
ctagcaccece
agtgcgagaa
geggeggtgt
gagtagggyge
atttteccea
ggttcagétc
gtcotecatet
ggctteggtt
ttecagtetoee
ctecaceotgt
cectactgaa
gctgggegeg
cacctgaggt
aaatacaaaa
ctgagggagyg
cactgeactoe
aasaaaaaaa
atgagggtat
gygagacaca
aaggagaagg
gatacaacct
geatctacag
agtetetote
ctcattettc

tggtttigtt

gacccaatce
cctgggttea
gcaaacctag
caggactece
tctectatee
ctetgecagge
gcattcocaa
tetggtgeace
ctggggtety
ggataaccte
acatggggag
gtgteectet
gtgtetectee
atatctceoc
atctctetge
cacacgceacy
gtggctcaca
caggagtteg
aattagceaqg
agaattgett
cagectgggt
agaaaagaaa
gagagggeccc
gagaaggget
gggaaggaaa
tagggecotgea
ctgagocact
cettttotet
ctitgactte

cttetetecte
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ccagactcaa
actctgetee
ggaagattga
agecttggtt
gagtccceca
getgeogecec
cecctggcagy
ccccagtagg
gyggagcaggt
taagygccagcec
geagggttag
atgtctottt
gtgtgactét
ctetototgt

caggetetgt

ggatgggect

cctgtaatce
agaceagoect
gegtggtgge
gaacctgygga
gacagaghtyga
agasaagaaa
ctecteactce
ggttceaget
acagggtatg
gaccaggoeta
ctgaggecte
cecacacttt
ctgcottiecet

tetitetetyg

gatatggtet
cagagcatga
cagaattecece
ckctgecece
gttecccctyg
tecateoctgte
tgcttgtgge
tectcacage
gtectgtgtee
cttgggactyg
ggetggacea
gtgtegettt
tttgtictet
ccttototgg
cteteggtot
ggggggacec
cagcactttg
ggccaactgy
gcatgectgt
ggttgaggtt
gactcogect
aggaatctét
attcecttcte
ggagctggga
ggggaaagga
cetacceact
cecteceegy
atcatecoce
ttetcattea

gceocatgtet

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420



gtttctctat
tcactgttet
ttggtttete
gttgtectgta
cttittetet
cfcgctcctc
cacagectgt
caccegetet
agoceacgaco
gtcatggace
ggcaécattg
gccfgggtct
ceaggtgggg
aacttcagty
agaaggtgac
cggtgagtca
gagetggggt
ccaceteeee
taggttatte
ctgetatgea
gcccqtccct
cacagaaaag
ggagtgtgac
gagaggggag
ggaggagyygy
tcggggoagg
ggaggacact
gacagggect
agggaggygag

ccaggeattyg

gtttctgtet
ccecketgee
teagtitcetg
tttttggeot
tttggageet
attecctgagt
ttcatectga
acgatatgag
toatgotgot
tgcocaccea
aaccagagga
gagggaggag
teeagoecac
tgtggaccte
caagtteatg
tecctacteo
ctagaagcea
gtgtcteate
ttacagcaca
cccageactg
totgtageee
ctggagggtg
tgggaggaga
ggeectgegy
cetagaggge
gtgcgagagy
gettttecte
ggetcaggty
ggcageaggyg

tcececacotg
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tttetttete
cttteattct
tatectgeoeet
gaactgtgte
coteettgot
ctgctteocte
agacacagge
cctoctgaag
cagectgtoa
ggagecagca
gtgtacgect
gggacaggac
aacagtgttt
catgttattt
ctgtgtgetyg
caagatctig
acaaggegtc
icattcactc
acﬁcatctgt
cectagagoce
cecaagdcagt
tcaggaggtg
catcectgeag
cacctggggy
gtcaggagea
gaagaaagga
tgaggagtca
tecagagget
atgtggaggg

ggcecttace

atcetgtgta
ctetgteett
teacectete
ttececaace
cetetgtece
cccageaaaa
caggtatttc
aatcgattec
gagectgecg
ctggggacca
gggecagaty
tectgggtot
ttgectggee
ccaatgacgt
gacgctggac
aggggaaagg
tgectecect
cttecoctett
tectgegtte
tggéacatag
gaggggeaca
atcaggetet
aaggtgggag
agcagaggga
gagaggaggt
ccectectge
ggaactgtgg
geegetggeo
agtgatgatg

cagectoecet

68

tttteggete
ttaceoctett
acactgetgt
ctgtgttttt
ttototottt
gegtgatett
aggtcageca
tcaggecagg
agctcacgga
cectgetacge
gtgeagecgy
gagggaggag
cgtagtoettyg
gtgtgegeaa
agggggcaaa
tgagtgggga
gcetooceage
ctttgactce
agcacacggt
cagtgaacag
ggcaggaaca
cgaggaggga
tgagcaaaca
acagcatotg
tgeetggetyg
agggectceac
atggtgetgg
tcecetatggy
gggetgaccet

cacaggectec

accttgtttyg
cektittece
tteccaacte
ctcactgttt
ccttatecate
getgggteqay
cagcettceea
tgatgactce
tgctgtgaag
cteaggetag
gagcoecagat
ggccaaggaa
acccoaaaga
gttecaccecte
ageacctget
ccttaattet
tgtagecatyg
ctecaaggcaa
tactaggcac
acagagagea
gggaccacaa
gaaggggtag
cctgecgeag
gecaggectyg
gagtgaagga
ctgggecaca
acagaageag
atcagactge
gggggtggct

tggececteag

34890
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4680
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

5220



tetectecect
accatgecag
tagtcagaga
agatggtect
cctectgeaca
cecectetgtt
cttecttccaa
ttgececagge
tgattctggy
tgaaccatgt
gtggatcaag
taaacttgga
tttgtcotta
gaccagagtg
catgectgga
ttatttgtgg
acatgtgetyg
cactcacage
ccotagagaag
gtaaugagag
toctacagac
cttatactgt
ggazacagge
cocagtgydyg
tgaagtattt
gtetgtagga
cecaagaghtt
catcatgaat
aaggcacttyg

ogtgagcectg

ceactecatt
cectgecgat
gtagtcctgyg
ggoectigte
ggagetggac
ggaatccctyg
agctgggaac
agasactggy
ggccéacttg
geectygoooy
gacaccatey
accttggaaa
ggtgtgaggt
tttcttazat
gacatatcac
gatacagaga
gacactgtac
aaggatggagy
getgtgageco
ggactggace
aacccteaga
ggtttattet
atctaagtgg
tgtitgtggac
ccaactaagg
taggeatggyg
caagcaygata
cgeactgtta
ggocgaatgt

tacttggaac
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ctecacctac
ggtcctecat
aaggtggeet
ccacegaccet
cotgaagteo
ccecaccttcet
tgctatctgt
actgacctat
tctgtaatgg
aaaggectto
tggeearece
tgaccaggeo
cecagggttge
ggtgtaattt
teocaattteote
tgaaagaggg
atgaageact
ctgaaaacat
aaggagggag
ccctggaage
tttgatgatt
ggtttgttac
ggatgtgaag
agcacttaaa
aagctcacet
gtactggaat
cagcatggce
gecatgaatca
tccaagggat

gttcaggett

ccacagtggy
ggctccctag
ctgtgagyag
gtctacaagg
cttecctace
tectggaagtc
tatotgectyg
ctecactctet
tgtgcttcaa
cotgtacacce
ctgagecacce
asgactcaag
taggaaaaga
tgtecctetet
tgaggacaca
gtgaggatcca
gagcagaagce
aacccactct
ggtcttectt
tgattecacta
tectagtaga
attgacagga
azaacaggga
tecacacegaa
gagecttagt
agctgaceht
tagagcctea
tctyggeacgy
taaatgtcat

tgageagtge
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tcattctgat
tgecctggay
ccacggggac
actgtocteg
ggecaggact
ggetctggay
tcecaggtetg
ccetgebtit
gotatcacgt
aaggtaggtgce
ctatcaacte
ccteoececagt
aatcagcaga
gtgtcctggg
gataggatgyg
cactgagagé
tggaggcaca
gtcetggagy
tggeatggga
tggggggagyg
actcacagaa
gacacactga
aaatctitca
gtgatgtgtyg
gtecagagtt
aacttctcag
gatgtacaaa
ccoaayggooe
cteceaggag

agggetgetg

cacegaactg
aggaggtgte
agecatoctge
tggaccctec
ggagccececta
acatttetet
azagatagga
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catggggcay
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accttgitgta
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acctgaggtt
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caggtatace
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ttactgtaca ggggggtgay ggaaagggag aagatgagga aaccgectag ggatcetggtt

ctgtcttgty gecgagtgga ccatgggget atcccaagaa ggaggaattce

<210> 39

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 39
agcattccea accelggeag 20

<210> 40

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 40
tgggaaggac ctgatgatac a 21

<210> 41

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 41

cceagggate tetgigett 19

<210> 42

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223>n = (modC)20

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Construccion sintética”
<400> 42

ncacatticc ageecct 17
<210> 43

<211>17
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223>n = (modC)20

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Construccion sintética”

<400> 43

ncacaticgtageccct 17
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para pronosticar el cancer de préstata en una muestra de orina de un paciente, que
comprende:

(a) valorar la cantidad de ARNm de PCAS3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de un marcador especifico
de proéstata en dicha muestra de orina;

(b) determinar un valor de la razéon de dicha cantidad de dicho ARNm de PCA3 especifico de cancer de préstata en
funcién de dicha cantidad de marcador especifico de préstata; y

(c) comparar dicho valor de la razén con al menos un valor umbral predeterminado,

en donde un valor de la razén superior a dicho valor umbral predeterminado es indicativo de un cancer de préstata
mas agresivo en comparacion con un valor de la razén inferior a dicho valor umbral predeterminado.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en donde dicho valor umbral predeterminado se define a partir de
una poblacidon de pacientes que tienen céncer de préstata en diferentes estadios o con diferente agresividad,
preferiblemente de acuerdo con la puntuacién de Gleason.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha muestra de orina se obtiene después de una
exploracion rectal digital.

4. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha cantidad de marcador
especifico de préstata es la cantidad de ARNm del marcador especifico de prostata.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra de orina con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un ARNm de PCA3
especifico de cancer de préstata;

(b) poner en contacto dicha muestra de orina con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un ARNm del
marcador especifico de prostata;

(c) determinar la cantidad de ARNm de PCA3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de ARNm del marcador
especifico de préstata presentes en dicha muestra de orina;

(d) determinar un valor de la razdn de dicha cantidad de ARNm de PCA3 en funcién de dicha cantidad de ARNm del
marcador especifico de prostata;

(e) comparar dicho valor de la razén de dicha cantidad de ARNm de PCA3 en funcién de dicha cantidad de ARNm
del marcador especifico de prostata con al menos un valor umbral predeterminado,

en donde un valor de la razén superior a dicho valor umbral predeterminado es indicativo de la presencia de un
cancer de préstata mas agresivo en comparaciéon con un valor de la razén inferior a dicho valor umbral
predeterminado, que es indicativo de la presencia de un cancer de prostata menos agresivo.

6. Procedimiento para valorar el volumen tumoral de un cancer de préstata en una muestra de orina, que
comprende:

(a) valorar la cantidad de un &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de préstata y la cantidad de marcador
especifico de préstata en dicha muestra;

(b) determinar un valor de la razon de dicha cantidad de dicho acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de
préstata en funcién dicha cantidad del marcador especifico de prdéstata;

(c) comparar dicho valor de la razdén con al menos un valor umbral predeterminado,

en donde un valor de la razén superior a dicho valor umbral predeterminado es indicativo de un mayor volumen
tumoral del cancer de prostata en comparacion con un valor de la razon inferior a dicho valor umbral
predeterminado.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:

(a) valorar la cantidad de un &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de marcador
especifico de prostata en dicha muestra de orina en un primer punto temporal;

(b) determinar un valor de la razén de dicha cantidad de dicho acido nucleico de PCA3 especifico de cancer de
préstata en funcién de dicha cantidad de marcador especifico de préstata;
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(c) repetir las etapas (a) y (b) con una muestra de orina procedente de dicho paciente en un punto temporal
posterior; y

(d) comparar el valor de la razén obtenido en la etapa (b) con el valor de la razéon obtenido en la etapa (c),

en donde un valor superior de la razén en la etapa (c) comparado con el valor de la razén obtenido en la etapa (b) es
indicativo de la progresién del cancer de prostata y de un mayor volumen tumoral a lo largo del tiempo.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra de orina con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un acido nucleico
de PCA3 especifico de cancer de proéstata;

(b) poner en contacto dicha muestra de orina con al menos un oligonucleétido que se hibrida con un acido nucleico
del marcador especifico de prostata;

(c) determinar la cantidad de &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata y la cantidad de acido
nucleico del marcador especifico de prostata presentes en dicha muestra de orina;

(d) determinar un valor de la razén de dicha cantidad de acido nucleico de PCA3 en funcién de dicha cantidad de
acido nucleico del marcador especifico de prostata;

(e) repetir las etapas (a) hasta (d) en un punto temporal posterior; y
(f) comparar el valor de la razén obtenido en la etapa (d) con el valor de la raz6n obtenido en la etapa (e),

en donde un valor de la raz6n superior en la etapa (e) comparado con el valor de la razén obtenido en la etapa (d) es
indicativo de la progresién del cancer de prostata a lo largo del tiempo.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde se utiliza una reaccion de
amplificacion para determinar la cantidad de &cido nucleico de PCA3 especifico de cancer de prostata.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 9, en donde dicha reaccién de amplificacién se selecciona del grupo
consistente en:

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

(b) ensayo de amplificacion basada en &cidos nucleicos (NASBA);
(c) amplificacién mediada por la transcripcion (TMA);

(d) reaccion en cadena de la ligasa (LCR); y

(e) amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA).

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la cantidad de dicho &cido nucleico
de PCA3 especifico de cancer de préstata y de dicho &acido nucleico del marcador especifico de prostata se
determina con un ensayo de hibridacion.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la cantidad de dicho acido
nucleico de PCAS3 especifico de cancer de préstata se valora con al menos un oligonucleétido que se hibrida con
una secuencia de acido nucleico de PCAS3 seleccionada del grupo consistente en:

(a) una secuencia de acido nucleico descrita en la SEQ ID NO:1;
(b) una secuencia de acido nucleico descrita en la SEQ ID NO:2; y

(c) una secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones muy rigurosas con una secuencia de acido
nucleico de (a) o de (b).

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, 6, 7 y 12, en donde se valora la cantidad de
proteina del marcador especifico de prostata contenida en dicha muestra bioldgica.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, en donde se emplea un anticuerpo para valorar dicha cantidad de
proteina del marcador especifico de prostata.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 1 para la estadificacion del cancer de préstata, en donde dicho
procedimiento comprende ademas:

(d) correlacionar dicho valor de la razén con un estadio concreto del cancer de préstata,
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en donde un valor de la razén superior a dicho valor umbral predeterminado indica un estadio mas avanzado del
cancer de prostata en comparacion con un valor de la razén inferior a dicho valor umbral predeterminado, con lo que
se estadifica el cancer de proéstata.

16. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, que comprende adicionalmente determinar
la puntuacién de Gleason de una muestra de préstata procedente de dicho paciente y correlacionar dicho valor de la
razon PCA3/marcador especifico de prostata y dicha puntuacion de Gleason con un riesgo de mortalidad asociado a
dicha enfermedad.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 16, en donde dicho valor de la razon PCA3/marcador especifico de
préstata y dicha puntuacién de Gleason se correlacionan con una prediccion de la respuesta del paciente y/o una
prevision del riesgo de enfermedad.

18. Procedimiento segun las reivindicaciones 7 u 8, en donde dicha muestra de orina se obtiene a partir de un
paciente que esti en tratamiento contra el cancer de prostata entre dicho primer punto temporal y dicho punto
temporal posterior, con lo que se monitoriza un efecto de dicho tratamiento sobre el crecimiento tumoral del cancer o
la progresion del cancer de prostata.

19. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y 15 a 18, que comprende:

(a) realizar un ensayo in vitro de amplificacion de acidos nucleicos en dicha muestra de orina de dicho paciente o
extracto de la misma con una primera pareja de cebadores que es especifica de una secuencia de acido nucleico de
PCA3 especifico de cancer de préstata y una segunda pareja de cebadores que es especifica de una secuencia de
acido nucleico del marcador especifico de préstata;

(b) cuantificar dicha secuencia de acido nucleico de PCA3 y dicha secuencia de acido nucleico del marcador
especifico de prostata; y

(c) calcular una razoén normalizada de PCA3 en funcion del marcador especifico de prostata, en donde dicha razén
se puede correlacionar con un nivel de ARNm de PCA3 y un nivel de ARNm del marcador especifico de préstata en
dicho paciente,

en donde dicha razon normalizada de PCA3 en funcién del marcador especifico de prostata se correlaciona
positivamente con un grado o un estadio del cancer de prostata.

20. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en donde dicho marcador especifico de
prostata se selecciona del grupo que consiste en: PSA, hK2/KLK2, PMSA, transglutaminasa 4, fosfatasa &cida,
PCGEM1, NKX3.1, antigeno de células madre prostaticas (PSCA), gen 1 inductor de tumor de prostata (PTI-1),
PCGEM-1, PDEF, TMPRSS2 y prostasa.
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