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DESCRIPCION
Método para detectar células basales prostaticas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para detectar células basales prostaticas, un método para identificar la
presencia, disminucion o desaparicién de células basales prostaticas. La presente invenciéon permite una deteccion
fiable de células basales prostaticas. La presente invencion permite asimismo un diagndstico definitivo fiable de
cancer de préstata.

Técnica anterior

La préstata normal consiste en células glandulares y células basales y se observa una imagen histolégica en la que
las células basales estan presentes alrededor de las células glandulares.

Los receptores de andrégenos citoqueratina 8 y citoqueratina 18 se expresan especificamente en las células
glandulares y la mayoria de los canceres de prdstata expresan receptores de andrégeno citoqueratina 8 o
citoqueratina 18, como marcadores de estas células glandulares. Por lo tanto, el cancer de prostata se considera
como derivado de las células glandulares.

Se sabe que las células basales desaparecen en el cancer de prostata. Por tanto, se realiza un diagnéstico definitivo
de cancer de prostata llevando a cabo una inmunohistotincién de la préstata utilizando un anticuerpo para p63 o
citoqueratina expresado en células basales normales e identificando la desaparicion de las células basales.

Lista de citas
Bibliografia de patentes

Bibliografia de patente 1: Publicacién internacional No. WO 2008/150512
Bibliografia de patente 2: Publicacién internacional No. WO 2005/014781
Bibliografia de patente 3: Publicacién internacional No. WO 2004/018711
Bibliografia de patente 4: Publicacién internacional No. WO 2006/080597
Bibliografia de patente 5: Publicacién internacional No. WO 2004/018711

Roy et al (PLOS ONE, 2010, vol. 5, edicién 9, paginas 1-2) notifica la expresién génica diferencial de células desde
el seno urogenital de embriones murinos de 16 dias de vida, principalmente del epitelio del seno urogenital (UGE)
frente al epitelio mesénquima del seno urogenital (UGM). Kosaka et al. (Annals de Surgical Oncology, 2007, 14(9):
2543-2549) notifica el aumento de la expresion de ARNm de TRIM29 en tejido de tumor de cancer gastrico. En la
patente internacional WO2006/080597 se notifica asimismo marcadores de diagnéstico de cancer de pulmoén que
comprenden TRIM29. Paner et al. (URL: http://www.archivesofpathology.org/doi/pdf/10.1043/1543-
2165(2008)132[1388: BPIDIP] 2.0.CO; 2) Rock et al (PNAS, 2009, vol. 106, no 31 pp. 12771-12775) notifica
expresion génica diferencial en células basales traqueales murinicas. Asimismo, T. Ernst, et. al. divulga la expresion
génica reducida de TRIM29 en cancer de préstata (American Journal de Pathology, Vol.160(6), junio 2002, paginas
2169-2180).

Sumario de la invenciéon

Problema técnico

En relacion con la inmunohistotincion de células basales mencionada, a veces resulta dificil determinar si las células
basales han desaparecido o no Unicamente por inmunohistotinciéon utilizando un anticuerpo anti-p63 o anticuerpo

anti-citoqueratina.

Por tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un método para detectar células basales prostaticas
buscando moléculas expresadas especificamente en células basales prostaticas y analizando dichas moléculas.

Solucién del problema

Como resultado de un exhaustivo estudio sobre moléculas expresadas especificamente en células basales de tejido
de préstata normal, los autores de la presente invencién han observado de manera sorprendente que la proteina 29
que contiene motivo tripartito (TRIM29) se expresa especificamente en las células basales de tejido de prostata
normal. Mas adelante, se ha demostrado que las células basales se pueden detectar visualizando la expresion de
TRIM29 en tejido de préstata por inmunohistotincion.

La presente invencion se basa en dichos hallazgos.
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Concretamente, la presente invencion se refiere a:

[11 Un método in vitro para detectar células basales prostaticas que comprende visualizar la expresién de
proteina 29 que contiene motivo tripartito (TRIM29) en células basales de la prostata por inmunohistotincion;

[2] El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con [1], que comprende analizar la morfologia
de la estructura del tejido glandular de la préstata y la expresion de proteina 29 que contiene motivo tripartito
(TRIM29) visualizada;

[3] El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con [1] o [2], que comprende ademas
visualizar la expresion de citoqueratina y/o proteina p63 por inmunohistotincion;

[4] El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con [3], que comprende analizar la morfologia
de la estructura del tejido glandular de la prostata y la expresion de proteina citoqueratina visualizada y/o la
expresion de proteina p63 visualizada;

[5] ElI método de cualquiera de los puntos [1] a [4], donde se visualiza la presencia, disminuciéon o desaparicion
de células basales prostaticas en el tejido de prostata recogido del sujeto en comparacion con un tejido de
préstata normal.

[6] Un método para diagnosticar cancer de préstata, que comprende una etapa de deteccion de células basales
prostaticas en tejido de prostata recogido de un sujeto por inmunohistotincion utilizando un anticuerpo anti-
TRIM29 o un fragmento de unién a antigeno del mismo;

[7] El método de diagndstico de acuerdo con [6], donde la disminucion o desaparicion de células basales
prostaticas en comparacion con las de tejido de prdstata normal indica la presencia de cancer de proéstata;

[8] Uso de un anticuerpo anti-TRIM29 o un fragmento de union a antigeno del mismo en el diagnéstico in vitro de
cancer de prostata a través de la deteccion de TRIM29 en células basales prostaticas.

Se ha notificado que el gen de TRIM29 esta asociado a cancer de pulmén, adenocarcinoma papilar seroso de ovario
y neoplasia intraepitelial cervical (Bibliografia de patentes 1 to 4). Se ha divulgado asimismo un método para
predecir un prondstico de cancer de prostata examinando 80 ARNm que comprenden TRIM29 (Bibliografia de
patente 5). Sin embargo, no se ha notificado que TRIM29 se exprese en células basales de la prostata normal.

Efectos ventajosos de la invencion

El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente invencién puede detectar de forma
fiable células basales prostaticas normales y es util para realizar estudios histoldgicos de la prostata. La combinacion
del método con la inmunohistotincion de citoqueratina y/o p63 expresadas puede detectar con mayor fiabilidad
células basales prostaticas.

El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente invencién y el método para
identificar la presencia, disminucién o desaparicién de células basales prostaticas de acuerdo con la presente
invencion permite un diagnostico definitivo de cancer de prostata. La combinacion de los métodos con la
inmunohistotincion de citoqueratina y/o p63 expresadas permite un diagndstico definitivo mas fiable de cancer de
préstata.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura1] La Figura 1 es una serie de micrografias, en las que se muestra el tejido de prostata normal o tejido de
cancer de prostata sometido a la inmunohistotincién con anticuerpos policlonales anti-TRIM29 o un anticuerpo
monoclonal anti-citoqueratina (34BE12).

[Figura2] La Figura 2 es un par de micrografias, en las que se muestra tejido de prostata normal sometido a la
inmunohistotincién con un anticuerpo monoclonal anti-TRIM29.

[Figura3] La Figura 3 es un par de micrografias, en las que se muestra tejido de prdstata normal sometido a la
inmunohistotincién con un anticuerpo monoclonal anti-TRIM29 o un anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina
(34BE12).

Descripcion de las realizaciones
[1] Método para detectar células basales prostaticas

El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente invencion comprende visualizar la
expresion de proteina 29 que contiene motivo ftripartito (TRIM29) en células basales de la préstata por
inmunohistotincién. De acuerdo con el método, se puede determinar que células derivadas de la préstata que
expresan TRIM29 son células basales sobre la base de su morfologia y expresion de proteina. Por otra parte, el
método permite la deteccion de células basales que forman parte de la estructura del tejido glandular identificando la
morfologia de la estructura del tejido glandular de la préstata y la expresion visualizada de Proteina TRIM29.

La especie animal que tiene células basales prostaticas que se pueden detectar segun el método de deteccion de la
presente invencion no esta limitada siempre y cuando tenga células basales en la prostata; y entre los ejemplos de
las especies animales se incluyen mamiferos, como seres humanos, monos, perros, gatos, hurones, vacas,
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caballos, cabras, ovejas, cobayas, hamsters, jerbos, ratones o ratas. El método de deteccion de la presente
invencion puede utilizarse también en células separadas. Por ejemplo, es posible también aplicar el método a
células cultivadas primarias o células de paso que comprenden células basales separadas de cualquiera de los
mamiferos mencionados.

<Préstata>

La préstata es una glandula del sistema reproductor masculino y esta situada debajo de la vejiga y frente al recto. La
prostata se compone de dos tipos de células: las células basales y las células glandulares. Histoldgicamente, las
células basales prostaticas estan presentes alrededor de las células glandulares prostaticas.

(Células glandulares prostaticas)

Las células glandulares prostaticas expresan especificamente receptores de androgeno, citoqueratina 8 vy
citoqueratina 18, y la mayoria de los canceres de prostata se derivan de células glandulares prostaticas.

(Células basales prostaticas)

Las células basales prostaticas que se pueden detectar segun el método de deteccién de la presente invencion no
estan limitadas siempre y cuando las células expresen TRIM29. Sin embargo, ello no excluye la presencia de células
basales prostaticas que no expresan TRIM29.

Las células basales expresan especificamente p63, citoqueratina 5 y citoqueratina 14 ademas de TRIM29. Se
considera que p63 desempefia un importante papel en el desarrollo de la préstata; se tifien los nucleos de las
células basales por inmunohistotincion con 4A4 que es un anticuerpo monoclonal anti-p63. Citoqueratina 5 y
citoqueratina 14 estan presentes en el citoplasma y se tifien por inmunohistotincion con 34BE12 que es un
anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina. El anticuerpo monoclonal 34BE12 es un anticuerpo que presenta
reacciones positivas a citoqueratina 1 y citoqueratina 10 ademas de a citoqueratina 5 y citoqueratina 14.

<TRIM29>

La proteina 29 que contiene motivo tripartito (TRIM29) pertenece a la familia de genes TRIM conocida también como
ATDC (proteina asociada a grupo ataxia-telangiectasia D). TRIM29 humana consiste en 588 aminoacidos. TRIM29
tiene una pluralidad de motivos de dedos de zinc y motivos de cremallera de leucina y se une a ADN. Se considera
que es posible que TRIM29 funcione como regulador transcripcional en los procesos de diferenciacion. Se sabe que
TRIM29 esta asociado a ataxia-telangiectasia y se ha sefialado que esta asociada a la funcion de la supresion de la
sensibilidad de radiacion.

De acuerdo con la presente divulgacion, la secuencia base de un acido nucleico que codifica proteina TRIM29
humana analizable (en adelante, se hace referencia a ella también como gen TRIM29 humano) se presenta en la
SEQ ID NO: 1y la secuencia de aminoacidos de la proteina TRIM29 humana se presenta en la SEQ ID NO: 2. Sin
embargo, el gen que se va a analizar no se limita al gen TRIM29 que tiene la secuencia base tal como se presenta
en SEQ ID NO: 1 siempre y cuando se exprese en células basales prostaticas y pueda hibridarse con una sonda o
un cebador capaz de unirse al gen TRIM29 que tiene la secuencia base de SEQ ID NO: 1. La proteina para su
analisis no esta limitada a la proteina TRIM29 que tiene la secuencia de aminoacidos presentada en SEQ ID NO: 2
siempre y cuando se exprese en células basales prostaticas y se pueda unir a un anticuerpo capaz de unirse a la
proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Es decir, de acuerdo con la presente invencion, el
TRIM29 que se va a analizar puede ser TRIM29 que tiene mutacién o mutaciones, siempre y cuando se exprese en
células basales prostaticas. Tampoco se limita a TRIM29 humano y puede ser TRIM29 de mamifero, incluyendo por
ejemplo TRIM29 de seres humanos, monos, perros, gatos, hurones, vacas, caballos, cabras, ovejas cobayas,
hamster, jerbos, ratones o ratas. Entre los ejemplos de Proteina TRIM29 que tienen una mutacién o mutaciones se
incluyen, cuando se toma por ejemplo TRIM29 humano, una proteina que consiste en una secuencia de
aminoacidos en la que de 1 a varios aminoacidos, p.ej., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9, estan sustituidos, suprimidos,
insertados a afadidos en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una proteina que consiste en una
secuencia de aminoacidos que tiene 80 % o mas de identidad de secuencia, p.ej., 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o
mas, 95 % o mas o0 98 % o mas identidad de secuencia, con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

<Analisis de expresién de proteina TRIM29>

El analisis de expresion de TRIM29 por inmunohistotincion de acuerdo con el método de deteccion de la presente
invencion implica, pero no se limita a ello, visualizar la expresion de Proteina TRIM29. Mediante la visualizaciéon de
la expresion de proteina TRIM29, se pueden identificar morfolégicamente células basales prostaticas en las mismas
células basales y las morfologias de células basales prostaticas y la estructura del tejido glandular de la prostata se
puede identificar sobre la base de la expresiéon de proteina TRIM29. Es decir, el método de deteccién de la presente
invencion implica preferentemente analizar, en células basales que forman parte de la estructura del tejido glandular,
la morfologia de la estructura del tejido glandular de la prostata y la expresion visualizada de Proteina TRIM29.
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Tal como se emplea en el presente documento, la "visualizaciéon" no significa solamente la identificacion total de la
coloracién o fluorescencia que resultan de la inmunohistotinciéon a través de un microscopio 6ptico o un microscopio
de fluorescencia, sino que incluye, por ejemplo, la deteccidon mecanica de coloracion, fluorescencia, luminiscencia o
radiacion (es decir, una sefial) seguido de la identificacion de una imagen o similar obtenida por representacion en
imagen de la sefial.

Tal como se emplea en el presente documento, el "analisis de la morfologia de la estructura del tejido glandular de la
prostata y la expresion de la proteina 29 que contiene motivo tripartito (TRIM29) visualizada" incluye no solo la
observacion simultanea de la morfologia de la estructura del tejido glandular de la préstata y la expresion de proteina
TRIM29, sino también, por ejemplo, la observacion de la morfologia de la estructura del tejido glandular de la
prostata en comparacion con la imagen o similar obtenida por representacion en imagen de la sefal.

El analisis de la proteina TRIM29 en células basales prostaticas se lleva a cabo por inmunohistotincion, ya que
pueden identificarse por inmunohistotincién la posicion de células basales en el tejido de préstata o la morfologia de
células basales.

(Inmunohistotincion)

La inmunohistotincién es una técnica establecida y se puede llevar a cabo basandose en un método conocido,
excepto por el uso de un anticuerpo especifico para TRIM29. Es decir, la inmunohistotincion es un método que
implica detectar un antigeno especifico expresado en células de cortes de tejido utilizando un anticuerpo que
reconoce especificamente el antigeno.

Concretamente, la inmunohistotincion puede llevarse a cabo por ejemplo del siguiente modo. Se congela y se corta
tejido de prostata o se corta un bloque de tejido embebido en parafina y fijado para preparar cortes de tejido. Se
hace reaccionar un anticuerpo que reconoce TRIM29 con la superficie del corte de tejido. El anticuerpo anti-TRIM29
puede marcarse con una sustancia que emite una sefal para detectar proteina TIRM29 en cada corte de tejido.
Alternativamente, se puede marcar un segundo anticuerpo para el anticuerpo anti-TRIM29 con una sustancia que
emite una sefal sin marcar el anticuerpo anti-TRIM29. Por otra parte, es posible unir biotina al anticuerpo anti-
TRIM29 o el segundo anticuerpo, seguido de marcado con avidina, especificamente, unién a biotina, con una
sustancia que emite una sefial.

Entre las sustancias que pueden utilizarse para marcar el anticuerpo se incluyen, pero sin limitarse a ellas, un
colorante fluorescente (p.egj., rodamina, fluoresceina, isotiocianato (FITC) o un quelato de metal de tierras raras), una
sustancia radioactiva (p.ej., *H, ™*C o 1) o una enzima (p.ej., peroxidasa, fosfatasa alcalina o B-D-galactosidasa).
La deteccién de una sefial se puede llevar a cabo utilizando, pero sin limitarse a ellos, fluorescencia, radiacion
(autorradiografia), luminiscencia y coloraciéon. Por ejemplo, cuando se utiliza rodamina o FITC como colorante
fluorescente, la sefial puede detectarse utilizando un microscopio de fluorescencia. Por ejemplo, cuando se utiliza
fosfatasa alcalina y se lleva a cabo la coloracion utilizando NBT/BCIP, puede detectarse la sefial con un microscopio
optico y puede observarse simultaneamente la morfologia de las células.

Concretamente, entre los métodos utilizados normalmente se incluyen método peroxidasa anti-peroxidasas (método
PAP), un método de complejo estreptavidina-biotina (método ABC), un método de reactivo de polimero en el que se
unen un anticuerpo secundario y una enzima marcadora con un polimero y un método en el que se utiliza un
anticuerpo primario marcado con FITC o utilizando un anticuerpo anti-FITC marcado con HRP como anticuerpo
secundario.

(Anticuerpo anti-TRIM29)

El anticuerpo anti-TRIM29 utilizado para la inmunohistotincion de acuerdo con la presente invencién puede
prepararse a través de un método conocido, excepto por el uso de proteina TRIM29 o un péptido parcial del mismo
como inmunégeno. El anticuerpo anti-TRIM29 puede consistir en anticuerpos policlonales o un anticuerpo
monoclonal; preferentemente, un anticuerpo monoclonal, ya que un anticuerpo monoclonal suele producir menos
reaccion cruzada con otras proteinas. Es posible utilizar también un anticuerpo conocido o disponible en el mercado.

Por ejemplo, puede prepararse un anticuerpo monoclonal de acuerdo con el método de Koehler y Milstein (Nature
256: 495-497, 1975). Para los anticuerpos policlonales, por ejemplo, puede mezclarse un antigeno unido a BSA o
KLH con un adyuvante, como adyuvante completo de Freund, e inmunizarse inoculandolo intracutdneamente a un
conejo de forma periédica, seguido de la recogida de sangre una vez que haya aumentado la titulacion del
anticuerpo en la sangre y se pueda utilizar la sangre recogida como un antisuero o se puedan purificar los
anticuerpos a través de un método conocido antes de su uso.

El anticuerpo utilizado en el método de analisis inmunoldgico también puede ser un fragmento de anticuerpo que
contiene un sitio de union a antigeno para la proteina TRIM29 (fragmento de unién a antigeno). Entre los ejemplos
de fragmento de antigeno se incluyen F(ab’)2, Fab’, Fab y Fv. Estos fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse
cada uno de ellos, por ejemplo, por digestion de un anticuerpo con una proteinasa (por ejemplo, pepsina o papaina)
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a través de un método convencional y, posteriormente, por purificacion del producto resultante a través de un
método convencional para separar y purificar una proteina.

En el método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente invencion, preferentemente, se
realiza el anadlisis de expresion de proteina citoqueratina y/o proteina p63 ademas del analisis de expresion de
proteina TRIM29. Es decir, pueden analizarse la proteina TRIM29 y la proteina citoqueratina; pueden analizarse la
proteina TRIM29 y la proteina p63; o pueden analizarse las tres proteinas.

De acuerdo con la presente realizacion, pueden analizarse 2 o mas proteinas en el mismo corte de tejido del mismo
sujeto (paciente). Asimismo, es posible analizar por separado 2 o mas proteinas en cada corte de tejido diferente del
mismo sujeto (paciente).

<Analisis de expresién de proteina citoqueratina>

El analisis por inmunohistotincién de expresion de citoqueratina en el método de deteccion de la presente invencion
implica, pero no se limita a ello, visualizar la expresion de proteina citoqueratina. Mediante la visualizacion de la
expresion de proteina citoqueratina, se pueden identificar morfolégicamente células basales prostaticas en las
mismas células basales y se puede identificar las morfologias de células basales prostaticas y la estructura del tejido
glandular de la prostata sobre la base de la expresion de proteina citoqueratina. Es decir, el método de deteccion de
la presente invencion implica preferentemente analizar la morfologia de la estructura del tejido glandular de la
prostata y la expresion de proteina citoqueratina visualizada en células basales que forman parte de la estructura del
tejido glandular.

El analisis de expresion de proteina citoqueratina puede llevarse a cabo basandose en un método conocido excepto
por el uso de un anticuerpo especifico para citoqueratina. Concretamente, puede llevarse a cabo el analisis de
acuerdo con el método descrito en "Analisis de expresion de proteina TRIM29" excepto por el uso de un anticuerpo
especifico para citoqueratina. La secuencia de aminoacidos de citoqueratina 5 se presenta en SEQ ID NO: 4 y la
secuencia de aminoacidos de citoqueratina 14 se presenta en SEQ ID NO: 6. La secuencia base que codifica
citoqueratina 5 se presenta en SEQ ID NO: 3 y la secuencia base que codifica citoqueratina 14 se presenta en SEQ
ID NO: 5.

El anticuerpo especifico para citoqueratina puede consistir en anticuerpos policlonales o un anticuerpo monoclonal;
preferentemente un anticuerpo monoclonal, ya que un anticuerpo monoclonal suele producir menos reaccion
cruzada con otras proteinas. Es posible utilizar también un anticuerpo conocido o disponible en el mercado. Se
puede utilizar por ejemplo anticuerpo monoclonal 34BE12 que es un anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina
disponible en el mercado; este anticuerpo reconoce citoqueratinas 1, 5, 10 y 14.

<Analisis de expresién de proteina p63>

El andlisis de expresion de proteina p63 en el método de deteccién de la presente invencién implica, pero no se
limita a ellos, visualizar la expresion de proteina p63. Mediante la visualizacion de la expresion de proteina p63, se
pueden identificar morfolégicamente células basales prostaticas en las mismas células basales y se puede identificar
las morfologias de células basales prostaticas y la estructura del tejido glandular de la prdstata sobre la base de la
expresion de proteina p63. Es decir, el método de deteccidon de la presente invencion implica preferentemente
analizar la morfologia de la estructura del tejido glandular de la préstata y la expresion de proteina p63 visualizada
en células basales que forman parte de la estructura del tejido glandular.

El analisis de expresion de proteina p63 puede llevarse a cabo basandose en un método conocido excepto por el
uso de un anticuerpo especifico para p63. Concretamente, puede llevarse a cabo el analisis de acuerdo con el
método descrito en "analisis de expresion de proteina TRIM29”, excepto por el uso de un anticuerpo especifico para
p63. La secuencia de aminoacidos de p63 se presenta en SEQ ID NO: 8 y la secuencia base que codifica p63 se
presenta en SEQ ID NO: 7.

El anticuerpo especifico para p63 puede consistir en anticuerpos policlonales o un anticuerpo monoclonal;
preferentemente un anticuerpo monoclonal, ya que un anticuerpo monoclonal suele producir menos reaccion
cruzada con otras proteinas. Es posible utilizar también un anticuerpo conocido o disponible en el mercado. Por
ejemplo, se puede utilizar un anticuerpo monoclonal 4A4, que es un anticuerpo monoclonal anti-p63 disponible en el
mercado.

[2] Método para identificar la presencia, disminucién o desaparicién de células basales prostaticas

El método para identificar la presencia, disminuciéon o desaparicion de células basales prostaticas de acuerdo con la
presente invencion comprende visualizar la expresion de proteina 29 que contiene motivo tripartito (TRIM29) en el
tejido de préstata por inmunohistotincion aplicando el método para detectar células basales prostaticas de acuerdo
con la presente invencién. En el de método identificacion, se detecta la expresion de proteina TRIM29. La deteccion
de la expresion de proteina TRIM29 puede llevarse a cabo de la misma manera que se ha descrito en "Analisis de
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expresion de proteina TRIM29" en el método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente
invencion. Una vez detectadas las células basales prostaticas, se identifica la presencia, disminucién o desaparicion
de las células basales prostaticas.

En el método para identificar la presencia, disminucién o desaparicion de células basales prostaticas de acuerdo con
la presente invencioén, la visualizacion de la expresion de proteina TRIM29 por inmunohistotincién permite la
observacion de la relacion entre las morfologias de las células basales y la estructura del tejido glandular de la
prostata y la expresion de proteina TRIM29, permitiendo una identificacion fiable de la presencia, disminucion o
desaparicion de células basales prostaticas que forman parte de la estructura del tejido glandular.

Por ejemplo, cuando se identifica la presencia, disminucion o desaparicion de células basales prostaticas en
secciones de tejido, se puede determinar visualmente la “presencia”, "disminucion," o "desaparicion" de proteina
TRIM29 en una muestra de ensayo con un microscopio de fluorescencia o un microscopio 6ptico sobre la base del
nivel de expresion visualizada de proteina TRIM29 en comparacién con el nivel de expresion de proteina TRIM29 en
las células basales del tejido de préstata normal. Se puede visualizar mecanicamente una sefial, como pueda ser
coloracion, luminiscencia, fluorescencia o radiaciéon en una imagen tomada con una camara o similar para analizar el
nivel de expresion de proteina TRIM29. Dicho método permite determinar la "presencia," "disminucion," o
"desaparicion" de proteina TRIM29 en una muestra de ensayo observando la imagen a simple vista y permite
también determinar la "presencia," "disminucion," o "desaparicion" de proteina TRIM29 por digitalizacion mecanica
de la sefial.

Por ejemplo, cuando el nivel de proteina TRIM29 en una muestra de ensayo es comparable segun se compara con
el nivel de expresion de proteina TRIM29 en células basales del tejido de prostata normal, se puede determinar que
estan “presentas” células basales prostaticas en la muestra de ensayo. Cuando puede detectarse poca proteina
TRIM29 en una muestra de ensayo, es posible determinar que las células basales prostaticas han “desaparecido.”
Cuando el nivel de la proteina TRIM29 en una muestra de ensayo es intermedio entre el de “presencia” y el de
desaparicion”, se puede determinar la “disminucion” de las células basales prostaticas.

<Cancer de prostata>

En el cancer de préstata, las células basales prostaticas desaparecen completamente o se produce una disminucién
quedando algunas células. Por tanto, el método para detectar células basales prostaticas y el método para identificar
la presencia, disminucion y desaparicion de células basales prostaticas de acuerdo con la presente invencion
permite un diagndstico o un diagndstico definitivo de cancer de préstata.

[3] Kit de Inmunohistotincion

El kit de inmunohistotincion kit para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente divulgacion
comprende un anticuerpo anti-TRIM29. El kit de inmunohistotincion de la presente divulgacion se puede utilizar en el
método para detectar células basales prostaticas, el método para identificar la presencia, disminuciéon o desaparicion
de células basales prostaticas y un método para diagnosticar cancer de prostata.

el kit de inmunohistotincion de la presente divulgacion comprende preferentemente un anticuerpo que se une
especificamente a TRIM29 o un fragmento que tiene su sitio de unién a antigeno (fragmento de unién a antigeno) en
una forma deseada. El anticuerpo anti-TRIM29 utilizado en este caso puede ser un anticuerpo anti-TRIM29 descrito
en "[1] Método para detectar células basales prostaticas." Es decir, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
monoclonal o anticuerpos policlonales. El fragmento de anticuerpo no esta limitado en particular siempre y cuando
tenga la capacidad de unirse especificamente a TRIM29, es decir, es un fragmento que tiene el sitio de union a
antigeno (fragmento de unién a antigeno). El fragmento de anticuerpo utilizado en este caso puede ser por ejemplo
Fab, Fab’, F(ab’)2 o Fv.

Por otra parte, el kit de inmunohistotincién para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente
divulgacion comprende preferentemente un anticuerpo anti-citoqueratina y/o un anticuerpo anti-p63. El anticuerpo
anti-citoqueratina y el anticuerpo anti-p63 utilizados en este caso pueden ser también el anticuerpo anti-citoqueratina
y el anticuerpo anti-p63 descritos en "[1] Método para detectar células basales prostaticas," o fragmentos que tienen
sus sitios de union a antigeno (fragmentos de union a antigeno).

Por otra parte, el kit de inmunohistotincién para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente
divulgacién puede comprender una enzima como peroxidasa, fosfatasa alcalina, B-D-galactosidasa y glucosa
oxidase. El kit puede comprender también, por ejemplo, fluoresceina, isotiocianato o un quelato de metal de tierras
raras como sustancia fluorescente. El kit puede comprender un isétopo radioactivo como °H, “c y 23| E| kit de
acuerdo con la presente invencion puede utilizar otras sustancias de marcado como biotina, avidina y una sustancia
quimioluminiscente. El kit de la presente divulgacion puede comprender por ejemplo un sustrato adecuado para la
enzima o la sustancia quimioluminiscente.

El kit de la presente divulgacion puede comprender instrucciones en las que indique que sirve para detectar de
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células basales prostaticas. La descripcion al efecto de indicar que sirve para detectar células basales prostaticas
puede presentarse en un envase para el kit. Se puede indicar que el kit se utiliza para el diagnéstico o diagnostico
definitivo de cancer de préstata.

El anticuerpo anti-TRIM29 puede utilizarse para fabricar el kit de inmunohistotincién para detectar células basales
prostaticas. El anticuerpo anti-citoqueratina puede utilizarse también para la fabricacién del kit de inmunohistotincion
para detectar células basales prostaticas. Por otra parte, el anticuerpo anti-p63 puede utilizarse para la fabricacion
del kit de inmunohistotincién para detectar células basales prostaticas.

Ejemplos

A continuacion, se describe la presente invencion haciendo referencia a los ejemplos.

<Ejemplo 1>

En este Ejemplo, se llevd a cabo la inmunohistotincion de tejidos de prdstata (normal y cancer) utilizando un
anticuerpo anti TRIM29. Se llevé a cabo la inmunohistotincién utilizando muestras de préstata de 16 muestras
almacenadas y tratadas en el Department of Cancer Pathology, Hokkaido University Graduate School of Medicine.

En la Tabla 1 se proporcionan los perfiles de las muestras de prostata proporcionadas para su analisis. Se
analizaron 15 muestras con cancer de prostata y 1 muestra con neoplasia intraepitelial prostatica (PIN).

[Tabla 1]
Tabla 1. Observaciones clinico-patoldgicas en 15 casos con cancer de prostata
n (%)
Edad (afios)
<65 2(13,3)
65-75 7 (46,7)
>75 6 (40)
PSA (ng/ml)
4<PSA<6 5(33,3)
6 %PSA<10 8 (53,3)
10< 2 (13,3)
T (Extensién de tumor primario)
T1c 12 (80)
T2a 2 (13,3)
T2b 0 (0)
T2c 1(6,7)
N (Metastasis ganglio linfatico)
NO 15 (100,0)
N1< 0 (0)
M (Metastasis distante)
MO 15 (100)
M1< 0 (0)
Estadio TNM
I 0 (0)
I 15 (100)
1} 0 (0)
v 0 (0)

(1) Tincién con anticuerpos policlonales de conejo anti-TRIM29

Se diluyeron anticuerpos policlonales de conejo anti-TRIM29 (ATDC(H-300)SC-33151 fabricado por Santa Cruz)
como anticuerpo primario 200 veces con un diluyente (PBS que contenia BSA al 1 %) y se afiadieron a cada corte
de tejido. Se llevo a cabo la reaccién primaria a 37 °C durante 30 minutos. Se lavaron los cortes de tejido resultantes
3 veces con solucion de lavado (PBS) y se afiadié un reactivo que contenia anticuerpo anti-conejo marcado con
peroxidasa (Dako REAL™ Envision™ Reactivo de deteccion peroxidasa conejo/ratén) como anticuerpo secundario
al corte de tejido. Se llevo a cabo la segunda reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lavo el
producto resultante 3 veces con una solucidon de lavado y después se sometid a reaccion de coloracion utilizando
una solucion de coloracion (REAL™ DAB + CHROMOGEN de Dako).

(2) Tincién con anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina

Por otra parte, se llevo a cabo la inmunohistotincion de tejidos de préstata (normal y cancer) utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-citoqueratina, 34BE12, como anticuerpo primario. Se repitieron las etapas descritas en la
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subseccion (1) anterior, excepto por el uso de 34BE12 (H1205 Nichirei anticuerpo monoclonal anti-polimero
citoqueratina) diluido 2 veces con BSA al 1 % en lugar del anticuerpo policlonal de conejo anti-TRIM29 diluido 200
veces.

Los resultados de la inmunohistotincion tal como se han descrito en (1) y (2) se presentan en la Figura 1. Resultd
que el anticuerpo anti-TRIKM29 tifid especificamente las células basales presentes alrededor de las células
glandulares en el tejido de prostata normal. Resultd que estas células y tejido tefiidos con el anticuerpo anti-TRIM29
disminuyeron o desaparecieron en el tejido de cancer de prostata. Estos resultados fueron comparables a los
obtenidos cuando se llevé a cabo la inmunohistotincion utilizando 34BE12. El uso combinado de 34BE12 y el
anticuerpo anti-TRIM29 puede aumentar la fiabilidad del diagnéstico de cancer de préstata.

<Ejemplo 2>

En este Ejemplo, se llevé a cabo la inmunohistotincion de préstata normal utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
TRIM29 de raton (anticuerpo anti-ATDC (A-5)) (sc-166718) como anticuerpo primario.

Se repitieron las etapas descritas en la subseccion (1) del Ejemplo 1, a excepcion de que se utilizé el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-TRIM29 A-5 como anticuerpo primario, que se utilizdé el anticuerpo IgG anti-ratén como
anticuerpo secundario y que se utilizd como muestra solamente tejido de prostata normal.

Tal como se muestra en la Figura 2, no se observo tincion no especifica y las células basales se tifieron claramente.
<Ejemplo 3>

En este Ejemplo, se llevé a cabo la inmunohistotincion de prostata normal utilizando un anticuerpo monoclonal de
raton anti-TRIM29 (anticuerpo anti-ATDC (A-5)) (sc-166718) y un anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina.

Se repitieron las etapas descritas en el Ejemplo 2 para el anticuerpo monoclonal anti-TRIM29 de ratén y las etapas
descritas en la subseccion (2) del Ejemplo 1 para el anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina excepto por el uso de
tejido de prostata normal solamente.

Tal como se muestra en la Figura 3, la tincidon con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-TRIM29 proporciond un
resultado muy similar al de la tincion con anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina y la combinacion de estas dos
inmunohistotinciones permitié una identificacion fiable de células basales prostaticas.

Cuando se analizaron los resultados de la inmunohistotincion de los Ejemplos 1 a 3, se observd que habia
desaparecido la expresion de TRIM29 en las porciones de tejido con cancer en todos los casos de cancer de
préstata. En cambio, para neoplasia intraepitelial prostatica, se observé expresion de TRIM29 en porciones de
células basales igual que en la prostata normal. En la Tabla 2, se muestran estos resultados.

[Tabla 2]

Tabla 2. Grado de tincion de TRIM29 en cancer de préstata
Porcentaje de Acinos TRIM29-Positivos en todos los acinos

Puntuacion de Gleason 0 0-30 30-60 60-100
Puntuacion de Gleason 3+3=6(n=8) 8 0 0 0
Puntuacion de Gleason 3+4=7(n=3) 3 0 0 0
Puntuacion de Gleason 4+3=7(n=1) 1 0 0 0
Puntuacion de Gleason 4+4=8(n=2) 2 0 0 0
Puntuacion de Gleason 4+5=9(n=1) 1 0 0 0

PIN (n=1) 0 0 0 1

Sitio normal (n=15) 0 0 0 15

Susceptibilidad de aplicacion industrial

El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la presente invencion puede emplearse para el
estudio histologico de préstata. El método para identificar la presencia, disminucion o desaparicion de células
basales prostaticas de acuerdo con la presente invencién permite un diagndstico definitivo de cancer de prostata.
Asimismo, la combinacion de los métodos con el andlisis de expresion de citoqueratina permite un diagndstico
definitivo mas fiable de cancer de prostata.
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Ser

Lys

Glu

Val

Asn

435

Val

Thr

Thr

Gln

Arg

515

Pro

Leu

Gly

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gly

Cys

420

Phe

Asn

Met

Ser

Lys

500

Val

vVal

Met

Lys

Asn
580

Leu

405

Met

Ile

Asn

Lys

Tyr

485

Asn

Trp

vVal

Arg

Gln

565

Gly

ES 2676 893 T3

Gly

Arg

Glu

Tyr

Arg

470

Gln

Phe

Glu

Gln

Ser

550

Thr

Ile

Gln

Hisg

Arg

Thr

455

Tyr

Pro

Asn

Tyr

Gly

535

Gln

Met

Gly

Ser

Val

Asn

440

Asn

Ser

Ser

Asn

Ser

520

Ser

Ser

Leu

Ser

14

Leu

Glu

425

His

Ser

Met

Ser

Leu

505

Ser

Ser

Pro

Ser

Asn
585

Gly

410

Lys

Met

Phe

Tyr

Pro

490

Tyr

Ser

Ser

Lys

Hisg

570

Glu

Asn

Met

Glu

Gly

Leu

475

Gly

Gly

Ile

Phe

Ala

555

Tyr

Ala

Phe

Cys

Asn

Gly

460

Thr

Arg

Thr

Gln

Ser

540

Gln

Arg

Pro

Lys

Lys

Gly

445

Glu

Pro

Phe

Lys

Asn

525

Leu

Pro

Pro

Asp

Ala

430

Gly

Trp

Lys

Thr

Gly

510

Ser

Lys

Gln

Phe

Asp

415

Asp

Asp

Ser

Gly

Lys

495

Asn

Asp

Gly

Thr

Tyr
575

Leu

Leu

His

Ala

Gly

480

Glu

Tyr

Asn

Tyr

Trp

560

Val



atgtcetegeo
tatgecatea
ggcggtggty
ggcagocgga

ggcagecttca

goeggtagty
gotggetttg
caagaggtca
atocagagyy
teotteateg
acectgetge
cagtacatca
gactcagagc
gaaatcaaca
gaetgoctaca
aacttcatga
aceteagtygg
gaggtcaagg
tatcagacca
aacacocaagc
gacaatgtca
ggggagetygy
aaggccaage
ctggcoctgg
ctcagtggag
ggatatggca
ggtggaggtc
ggectaggtyg

ctgggggtygy

acctcctoct

<210>4

<211> 590

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

agtcaagtgt
cocegtetgt
gtggettegy

gcctctacaa

ggaaccggtt

gatttggttt
gaggtggcett
ctgtcaacca
tgaggacega
acaaggtgcy
aggagcaggyg
acaacctcag
tgagaaacat
agcgtaccac
tgaacaaggt
agatgttett
tectetacat
cccagtatga
agtatgagga
atgagatctc
agaaacagtyg
coctcaagga
aggacatgge
acgtggagat
aaggagttgyg
gtggoagtgg
ttgeceggagy
gtgggctcag
getttggeag

cccggaagag

ES 2676 893 T3

gtecttocgy
cteocogoace
cagggtcage
cetgggggge

tggtgctggt

cggeggtgga
cggtggecct
gagtctectyg
ggagcgeogag
gttectyggag
caccaagact
gaggcagctg
gcaggacctg
tgctgagaat
ggagetggag
tgatgeggag
ggacaacaac
ggagattgce
gctgecageoag
tgagatgaac
cgecaatetyg
tgecaggaac
ceggetgetyg
cgccacttac
accagtcaac
ctatggcggt
tagcagtgga
togtggggggc

tggegagggt

cttcaagagc

agegggggca
agettcacot
cttgegggty

tccaagagga

gctyggaggeg

gctggtggty
ggctttoctyg
actcccctea
cagatcaaga
cagcagaaca
gtgaggcaga
gacagcatcg
gtggaagact
gagtttgtga
gocaaggttg
ctgtaccaga
cgeaacctgy
aaccgcagcc
acagctggce
cggatgatoc
cagaacgoca
aagetggecy
cgtgagtace
cgcaagoctge
atctotgttyg
ggcctoggty
agctactact
teotggettea
agcagcteca

taa

15

gtegtagett
cogtgtoceyg
cttgtggagt
tatcecatcag

gctatggette

gotttggget
teotgeecetee
acctgcaaat
cccteaacaa
aggttotgga
acctggagee
tgggggaacg
tcaagaacaa
tgctgaagaa
atgcactgat
tgcagacgea
acctggatag
ggacagaagc
ggcatggoga
agaggctgag
ttgeggatge
agctggagga
aggagctcat
tggagggcega
tcacaagcag
gaggtettgyg
ccageagcag
gtgcaagecag

goeghtoaaatt

cagcacagae
gtcegggggt
gggtggetat

cactagtggt

tggaggtggt

cggtggogga
tggaggtatc
cgacccoagc
taagtttgee
caccaagtgy
gttgttegag
gggccgocty
gtatgaggat
ggatgtagat
ggatgagatt
tgtetotgac
catcataget
cgagtcctgy
tgacctcocege
agocgagatt
cgagcagegt
ggecctgeay
gaacaccaagqg
ggaatgcaga
tgtttcotet
cggcggecte
tgggggtate
tggccgaggyg

tgtetecace

60
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

1773
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Met Ser Arg Gln Ser Ser Val Ser Phe Arg Ser Gly Gly Ser Arg Ser
1 5 10 15

Phe Ser Thr Ala Ser Ala Ile Thr Pro Ser Val Ser Arg Thr Ser Phe
20 25 30

Thr Ser Val Ser Arg Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Phe Gly Arg
35 40 45

Vval Ser Leu Ala Gly Ala Cys Gly Val Gly Gly Tyr Gly Ser Arg Ser
50 55 60

Leu Tyr Asn Leu Gly Gly Ser Lys Arg Ile Ser Ile Ser Thr Ser Gly
65 70 75 80

Gly Ser Phe Arg Asn Arg Phe Gly Ala Gly Ala Gly Gly Gly Tvr Gly
85 20 95

Fhe Gly Gly Gly Ala Gly Ser Gly Phe Gly Phe Gly Gly Gly Ala Gly
100 105 110

Gly Gly Phe Gly Leu Gly Gly Gly Ala Gly Phe Gly Gly Gly Phe Gly
115 120 125

Gly Pro Gly Phe Pro Val Cys Pro Pro Gly Gly Ile Gln Glu Val Thr
130 135 140

Val Asn Gln Ser Leu Leu Thr Prco Leu Asn Leu Gln Ile Asp Pro Ser
145 150 155 160

Ile Gln Arg Val Arg Thr Glu Glu Arg Glu Gln Tle Lys Thr Leu Asn
165 170 175

Asn Lys Phe Ala Ser Phe Ile Asp Lys Val Arg Phe Leu Glu Gln Gln
180 185 190

Asn Lys Val Leu Asp Thr Lys Trp Thr Leu Leu Gln Glu Gln Gly Thr
185 200 205

Lys Thr Val Arg Gln Asn Leu Glu Pro Leu Phe Glu Gln Tyr Ile Asn
210 215 220

Aszn Leu Arg Arg Gln Leu Asp Ser Ile Val Gly Glu Arg Gly Arg Leu
225 230 235 240

Asp Ser Glu Leu Arg Asn Met Gln Asp Leu Val Glu Asp Fhe Lys Asn
245 250 255

Lys Tyr Glu Asp Glu Ile Asn Lys Arg Thr Thr Ala Glu Asn Glu Phe
260 265 270

16



val

Leu

Met

305

Thr

Ser

Ser

Gln

Glu

385

Asp

Ala

Ala

Leu

Val

465

Leu

Ser

Gly

Met

Glu

290

Phe

Ser

Ile

Arg

Gln

370

Ile

Asn

Glu

Glu

Leu

450

Glu

Ser

val

Gly

Leu

275

Ala

Phe

Val

Ile

Thr

355

Thr

Ser

Val

Gln

Leu

435

Arg

Ile

Gly

Ser

Gly
515

Lys

Lys

Asp

Vval

Ala

340

Glu

Ala

Glu

Lys

Arg

420

Glu

Glu

Ala

Glu

Ser

500

Leu

Lys

val

Ala

Leu

325

Glu

Ala

Gly

Met

Lya

405

Gly

Glu

Tyr

Thr

Gly

485

Gly

Gly
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aszp

Asp

Glu

310

Ser

Val

Glu

Arg

Asn

350

Gln

Glu

Ala

Gln

Tyr

470

val

Tyr

Gly

Val

Ala

295

Leu

Met

Lys

Ser

His

375

Arg

Cys

Leu

Leu

Glu

455

Arg

Gly

Gly

Gly

Agp

280

Leu

Ser

Agp

Ala

Trp

360

Gly

Met

Ala

Ala

Gln

440

Leu

Lys

Pro

Ser

Leu
520

17

Ala

Met

Gln

Asn

Gln

345

Tyr

Asp

Ile

Asn

Leu

425

Lys

Met

Leu

Val

Gly

505

Gly

Ala

Asp

aAzn

330

Tyr

Gln

Azp

Gln

Leu

410

Lys

Ala

Asn

Leu

Azn

490

Ser

Gly

Tyr

Glu

Gln

315

Arg

Glu

Thr

Leu

Arg

395

Gln

Asp

Lys

Thr

Glu

475

Ile

Gly

Gly

Met

Ile

300

Thr

Asn

Glu

Lya

Arg

380

Leu

Asn

Ala

Gln

Lys

460

Gly

Ser

Tyr

Leu

Asn
285

Asn

His

Ile

Tyr

365

Asn

Arg

Ala

Arg

Asp

445

Leu

Glu

val

Gly

Ala
525

Lys

FPhe

Val

Azp

Ala

350

Glu

Thr

Ala

Ile

Asn

430

Met

aAla

Glu

Val

Gly

510

Gly

Val

Met

Ser

Leu

335

Asn

Glu

Lys

Glu

Ala

415

Lys

Ala

Leu

Cys

Thr

495

Gly

Gly

Glu

Lys

Asp

320

Azp

Arg

Leu

Hig

Ile

400

Asp

Arg

Asp

Arg

480

Ser

Leu

Ser
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Ser Gly Ser Tyr Tyr Ser Ser Ser Ser Gly Gly Val Gly Leu Gly Gly
530 535 540

Gly Leu Ser Val Gly Gly Ser Gly Phe Ser Ala Ser Ser Gly Arg Gly
545 550 555 560

Leu Gly Val Gly Phe Gly Ser Gly Gly Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys
565 570 575

Phe Val Ser Thr Thr Ser Ser Ser Arg Lys Ser Phe Lys Ser
580 585 590

<210>5

<211> 1419

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

18



atgaccacct
gggggoggea
cgcgeocccea
ggagectacg
ggtagtgget
ggtggtgget
aacctcaatqg
gocgacctgg
gactacagtc
gtggacaatg
cgcaccaagt
ctgegeaggy
agcctgaagg
agaggocagyg
agcogecatte
gatgecgagyg
agegagetgg
ctggagattg
gagaccaaag

gaggagcage

ctgectggacg
ggcgaggacg
gtgaccteet

gtgtecaces

gcagccgeca
tcgggggcgyg
gcacctacgg
ggctggagayg
ttgggggagg
ttgetggtgg
accgectggce
aagtgaagat
cctacttcaa
ccaatgtect
atgagacaga
tgcetggacga
aggagctggc
tgggtggaga
tgaacgagat
aatggttett
tgcagagegy
agctgeagte
gtogctactg

tggceccagcot

tgaagacgcg
cccacctcete
ccagccgcca

acgageaggt
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gttcacctcc
ctccagcoge
gggcggectg
cggctatgge
atatggtggt
tgatgggett
ctcctacetg
cocgtgactgg
gaccattgaqg
tatgeagatt
gttgaacctyg
actgacectyg
ctacctgaaqg
tgtcaatgtg
gogtgacoag
caccaagaca
caagagegag
ccageteage
catgcagotg

cogotgegag

gctggagcag
ctccteocrag
aatccgcacc

ccttageace

tccagcteca
atctoctceg
tctgtcteat
ggtggettea
ggecttggtyg
ctggtgggea
gacaaggtgc
taccagaggc
gacctgagga
gacaatgece
cgcatgagty
gccagagety
aagaaccacg
gagatggacg
tatgagaaga
gaggagctga
atcateggage
atgaaageat
gececagateoe

atggagcagc

gagatcgecca
ttcteoctety

aaggtcatgg

aagaactga

<210>6

<211> 472

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

19

tgaagggetc
teoctggeogg
ccteoccgett
gaageagcag
ctggettggg
gtgagaaggt
gtgotctgga
agcggoctge
acaagattct
gtetggeage
tggaagecga
acctggagat
aggaggagat
ctgoacctgg
tggcagagaa
accgegaggt
taeggageac
caetggagaa
aggagatgat

agaaccagga

cctaccgeeg
gatocgcagtc

atgtgcacga

ctgcggecatce
agggtcctge
cteoctctggy
cagcagettt
tggtggettt
gacecatgeag
ggaggccaac
tgagatcaaa
cacagccaca
ggatgactte
catcaatgge
gcagattgag
gaatgcoctyg
cgtggacctyg
gaaccgcaag
ggccaccaac
catgeagaac
cagectggag
tggcagogtyg

gtacaagatc

cctgetggag
atccagagat

tggcaaggtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419



Met

Ser

Ser

Gly

Leu

65

Gly

Gly

Gly

Tyr

Val
145

Thr

Cys

Val

Leu

50

Gly

Ser

Gly

Ser

Leu

130

Lys

Tyr

Thr

Thr

Gly

Leu

35

Ser

Gly

Gly

Gly

Glu

115

Asgp

Ile

Ser

Ala

Cys

Ile

20

Ala

Val

Gly

Phe

Phe

100

Lys

Lys

Arg

Pro

Thr
130

Ser

Gly

Gly

Ser

Tyr

Gly

g5

Gly

Val

Val

Asgp

Tyr

165

Val

ES 2676 893 T3

Arg

Gly

Gly

Ser

Gly

70

Gly

Gly

Thr

Arg

Trp

150

Phe

Asgp

Gln

Gly

Ser

Ser

55

Gly

Gly

Gly

Met

Ala

135

Tyr

Lys

Azn

Phe

Ile

Cys

40

Arg

Gly

Tyr

Phe

Gln

120

Leu

Gln

Thr

Ala

20

Thr

Gly

25

Arg

Phe

Phe

Gly

Ala

105

Asn

Glu

Arg

Ile

Agn
185

Ser

Gly

Ala

Ser

Ser

Gly

90

Gly

Leu

Glu

Gln

Glu

170

Val

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

75

Gly

Gly

Asn

Ala

Arg

155

Asp

Leu

Ser

Ser

Ser

Gly

60

Ser

Leu

Aszp

Asp

Azn

140

Pro

Leu

Leu

Ser

Ser

Thr

45

Gly

Ser

Gly

Gly

Arg

125

Ala

Ala

Arg

Gln

Met

Arg

30

Tyr

Ala

Ser

Ala

Leu

110

Leu

Aszp

Glu

Asn

Ile
150

Lys

15

Ile

Gly

Tyr

Ser

Gly

95

Leu

Ala

Leu

Ile

Lys

175

Asgp

Gly

Ser

Gly

Gly

Phe

80

Val

Ser

Glu

Lys

160

Ile

Azn



Ala

ABn

Leu

225

Ser

Asp

Asp

Trp

305

Ser

Thr

Ala

Gln

Ala

385

Leu

Ser

Arg

Leu

210

Azp

Leu

Asn

Ala

Gln

290

Phe

Glu

Met

Ser

Leu

370

Gln

Leu

Leu

Gly

Leu

195

Arg

Glu

Lys

Ala

Ala

275

Tyr

Phe

Gln

Leu
355

Ala

Asp

Ser

Ala

Met

Glu

Leu

260

Pro

Glu

Thr

Val

Asn

340

Glu

Gln

Arg

Val

Glu

420

Gln

Ala

Ser

Thr

Glu

245

Arg

Gly

Lys

Lys

Gln

325

Leu

Asn

Ile

Cys

Lys

405

Gly

Ser
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Asp

Vval

Leu

230

Gly

Val

Met

Thr

310

Ser

Glu

Ser

Gln

Glu

390

Thr

Glu

Ser

Agp

Glu

215

Ala

Ala

Gln

Asp

Ala

295

Glu

Gly

Ile

Glu

375

Met

Arg

Asp

Arg

The

200

Ala

Arg

Tyr

val

Leu

280

Glu

Glu

Ly=s

Glu

Glu

360

Met

Glu

Ala

Asp

21

Arg

Asp

Ala

Leu

Gly

265

Ser

Lys

Leu

Ser

Leu

345

Glu

Ile

Gln

Glu

His

425

Val

Thr

Ile

Asp

Lys

250

Gly

Arg

Asn

Asn

Glu

330

Gln

Thr

Gly

Gln

Gln

410

Leu

Thr

Lys

Asn

Leu

235

Lys

Asp

Ile

Arg

Arg

315

Ile

Ser

Lys

Ser

Asn

395

Glu

Ser

Ser

Tyr

Gly

220

Glu

Aszsn

Val

Len

Lys

300

Glu

Ser

Gln

Gly

Val

380

Gln

Ile

Ser

Ser

Glu

205

Leu

Met

Hisg

Asn

Asn

285

Asp

val

Glu

Leu

Arg

365

Glu

Glu

Ala

Ser

Ser

Thr

Arg

Gln

Glu

val

270

Glu

Ala

Ala

Ser

350

Tyr

Glu

Tyr

Thr

Gln

430

Arg

Glu

Arg

Ile

Glu

255

Glu

Met

Glu

Thr

Arg

335

Met

Cys

Gln

Lys

Tyr

415

Phe

Gln

Leu

val

Glu

240

Glu

Met

Arg

Glu

Asn

320

Arg

Lys

Met

Leu

Ile

400

Arg

Ser

Ile



10

435
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440

445

Arg Thr Lys Val Met Asp Val His Asp Gly lys Val Val Ser Thr His

450

455

Glu Gln Val Leu Arg Thr Lys Asn

465

<210>7

<211> 2043

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

atgaattttg
cgtttogtag
tcccagagea
tttctggaac
tcagaagatg
teggaccetga
gaccagoaga
aacagcgtca
ccatcacccg
ttcoageagt
ctetactgee
cagggagctg
gtgaageggt
cctagteatt
acaggaagac
acagtcttgt
attttaatca
gaggecegga
aagcagcoaag
aacacacatg
ttatacttac
ctggaactca

cagcageace

aaacttcacg
aaaccccagce
cacagacaaa
agcctatatg
gtgcgacaaa
gtgacccecat
tteagaacgy
cggcgeccte
ccatccectc
cgagcaccgc
aaattgcaaa
ttatcegege
gccccaacea
tgattcgagt
agagtgtget
acaatttcat
ttgttactet
tetgtgettyg
ttteggacag
gtatccagat
cagtgagggg
tgcagtacct

agcacttact

470

gtgtgccace

tcatttctct
tgaattccte
ttcagttcag
caagattgag
gtggecacag
ctectegtee
goccctacgea
caacaccgac
caagtcggco
gacatgecee
catgectgte
tgagectgage
agaggggaac
ggtaccttat
gtgtaacagce
ggaaaceaga
cecaggaaga
tacaaagaac
gacatccatc
cogtgagact
toctcageac

tcagaaacag

ctacagtact
tggaaagaaa
agtccagagg
cccattgact
attageatgg
tacacgaace
accagtecct
cagcccagcet
tacccaggec
acctggacgt
atccagatca
tacaaaaaag
cgtgaatteca
agccatgeoce
gagccacccce
agttgtgttg
gatgggeaag
gacaggaagg

ggtgatggta

aagaaacgaa
tatgaaatgc
acaattgaaa

acctecaatac

22

460

gecctgaced
gttattaccg
ttttccageca
tgaactttgt
actgtatceg
tggggctect
ataacacaga
ccaccttecga
cgcacagttt
attccactga
aggtgatgac
ctgagcacgt
acgagggaca
agtatgtaga
aggttggcac
gagggatgaa
tectgggeey
cggatgaaga
cgaagogoed
gatccccaga
tgttgaagat
cgtacaggca

agtctocate

ttacatecag
atccaccatg
tatctgggat
ggatgaacca
catgcaggac
gaacagcatyg
ccacgegeay
tgctctotet
cgacgtgtcce
actgaagaaa
cocacctoct
cacggaggtg
gattgococt
agatceccatc
tgaattcacg
ccgeogteca
acgetgettt
tageatcaga
gtttegteag
tgatgaactyg
caaagagtcc
acagcaacayg

tteatatggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380
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aacagetcoe cacetcotgaa caaaatgaac ageatgaaca agetgectte tgtgagocag 1440
cttatcaace ctecageageg caacgoccte actectacaa ccattcecctga tggeatggga 1500
goecaacatte ccatgatggg cacccacatyg ccaatggetg gagacatgaa tggactcage 1560
cccacccagg cactccctcece cccactctee atgccatcca cctcccactg cacaccccca 1620
cctoecgtate ccacagattyg cagcattgtc agttteottag cgaggttggg ctgttcatca 1680
tgtcoctggact atttcacgac ccaggggectg accaccatct atcagattga geattactcce 1740
atggatgate tggeaagtet gaaaatecet gageaattte gacatgegat ctggaaggge 13800
atcctggace accggeagot ccacgaatte toctaccett cteatctoct geggacccoca 1860
agceagtgecet ctacagteag tgtgggoted agtgagaces ggggtgageg tgttattgat 1520
goctgtgegat tcaccocctcog ccagaccatc tcotttcccac cocgagatga gtggaatgac 1980
ttcaactttg acatggatgc tcgccgcaat aagcaacagc gcatcaaaga ggagggggaqg 2040
tga 2043

<210> 8

<211> 680

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Met Asn Phe Glu Thr Ser Arg Cys Ala Thr Leu Gln Tyr Cys Pro Asp
1 5 10 15
Pro Tyr Ile Gln Arg Phe Val Glu Thr Prc Ala His Phe Ser Trp Lys

20 25 30
Glu Ser Tyr Tyr Arg Ser Thr Met Ser Gln Ser Thr Gln Thr Asn Glu
35 40 45
Phe Leu Ser Pro Glu Val Phe Gln His Ile Trp Asp Phe Leu Glu Gln
50 55 60
Pro Ile Cys Ser Val Gln Pro Ile Asp Leu Asn Phe Val Asp Glu Pro
85 70 75 80
Ser Glu Asp Gly Ala Thr Asn Lys Ile Glu Ile Ser Met Asp Cys Ile
85 920 95
Arg Met Gln Asp Ser Asp Leu Ser Asp Pro Met Trp Pro Gln Tyr Thr
100 105 110

Asn Leu Gly Leu Leu Asn Ser Met Asp Gln Gln Ile Gln Asn Gly Ser

115 120 125
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Ser

Ala

145

Pro

Phe

Thr

Cys

Ile

225

Val

Gln

Ala

Pro

Asn

305

Ile

Lys

Lys

Ser

130

Pro

Ser

Azp

Tyr

Pro

210

Arg

Lys

Ile

Gln

Tyr

290

Phe

Len

Arg

Ala

Asn
370

Thr

Ser

Fro

Val

Ser

195

Ile

Ala

Arg

2la

Tyr

275

Glu

Met

Ile

Cys

Asp

355

Gly

Ser

Fro

ala

Ser

180

Thr

Gln

Met

Cys

Pro

260

Val

Pro

Cys

Ile

Phe

340

Glu

Asp

Pro

Tyr

Ile

165

Phe

Glu

Ile

Pro

Pro

245

Pro

Glu

Pro

Asn

Val

325

Glu

Asp

Gly
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Tyr

Ala

15¢

Pro

Gln

l1eu

Lys

Val

230

Asn

Ser

Asp

Gln

Ser

310

Thr

Ala

Ser

Thr

Asn

135

Gln

Ser

Gln

Lys

Val

215

Tyr

His

His

Pro

val

295

Ser

Leu

Arg

Ile

Lys
375

Thr

Pro

Asn

Ser

Lys

200

Met

Lys

Glu

Leu

Ile

280

Gly

Cys

Glu

Ile

Arg

360

Arg

24

Asp

Ser

Thr

Ser

185

Leu

Thr

Lys

Len

Ile

265

Thr

Thr

val

Thr

Cys

345

Lys

Pro

His

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

Pro

Ala

Ser

250

Arg

Gly

Glu

Gly

Arg

330

Ala

Gln

Phe

Ala

Thr

1585

Tyr

Ala

Cys

Pro

Glu

235

Arg

Val

Arg

Phe

Gly

315

Asp

Cys

Gln

Arg

Gln

140

Fhe

Pro

Lys

Gln

Pro

220

His

Glu

Glu

Gln

Thr

300

Met

Gly

Pro

Val

Gln
380

Asgn

Asp

Gly

Ser

Ile

205

Gln

val

Phe

Gly

Ser

285

Thr

Asn

Gln

Gly

Ser

3635

Asn

Ser

Ala

Pro

Ala

190

Ala

Gly

Thr

Asn

Asn

270

Val

val

Arg

Val

350

Asp

Thr

Val

Len

His

175

Thr

Lys

Ala

Glu

Glu

255

Ser

Leu

Arg

Len

335

Ser

His

Thr

Ser

160

Ser

Trp

Thr

Val

Val

240

Gly

His

Val

Tyr

Pro

320

Gly

Arg

Thro

Gly



Ile

385

Len

Ile

Glu

Lys

Pro

465

Leau

Asp

Ala

Leun

Thr

545

Cys

Glu

Phe

Glu

Thr

Gln

Tyr

Lys

Thr

Gln

450

Leu

Ile

Gly

Gly

Ser

530

Azp

Len

His

Arg

Phe

610

val

Met

Leu

Glu

Tyr

435

Thr

Azn

Asgn

Met

Asp

515

Met

Cys

Asp

Tyr

His

585

Ser

Ser

Thr

Pro

Ser

420

Arg

Ser

Lys

Pro

Gly

500

Met

Pro

Ser

Tyr

Ser

580

Ala

Ser

val
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Ser

val

405

Leu

Gln

Ile

Met

Gln

485

Ala

Asn

Ser

Ile

Phe

565

Met

Ile

Pro

Gly

Ile

390

Arg

Glu

Gln

Gln

Azn

470

Gln

Azn

Gly

Thr

val

550

Thr

Asp

Trp

Ser

Ser

Lys

Gly

Leu

Gln

Ser

455

Ser

Arg

Ile

Leu

Ser

535

Ser

Thr

Asp

Lys

His

615

Ser

Lys

Arg

Met

Gln

440

Pro

Met

Asn

Pro

Ser

520

His

Pha

Gln

Leu

Gly

600

Leu

Glu

25

Arg

Glu

Gln

425

Gln

Ser

Asn

Ala

Met

505

Pro

Cys

Leu

Gly

Ala

585

Ile

Leu

Thr

Arg

Thr

410

Tvyr

Gln

Ser

Lys

Leu

490

Met

Thr

Thr

Ala

Len

570

Ser

Leun

Arg

Arg

Ser

395

Tyr

Leu

His

Tyr

Leu

475

Thr

Gly

Gln

Pro

Arg

555

Thr

Leu

Asp

Thr

Gly

Pro

Glu

Pro

Gln

Gly

460

Pro

Pro

Thr

Ala

Pro

540

Leu

Thr

Lys

His

Pro

620

Glu

Asp

Met

Gln

His

445

Asn

Ser

Thr

His

Leu

525

Pro

Gly

Ile

Ile

Arg

605

Ser

Asp

Leu

His

430

Leu

Ser

Val

Thr

Met

510

Pro

Pro

Cys

Tyr

Pro

590

Gln

Ser

val

Glu

Len

415

Thr

Leu

Ser

Ser

Ile

495

Pro

Pro

Tyr

Sar

Gln

575

Glu

Len

Ala

Ile

Leu

400

Lys

Ile

Gln

Pro

Gln

480

Pro

Met

Pro

Pro

Ser

360

Ile

Gln

His

Ser

Asp
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625 630 635 640

Ala Val Arg Phe Thr Leu Arg Gln Thr Ile Ser Phe Pro Pro Arg Asp
645 650 655

Glu Trp Asn Asp Phe Asn Phe Asp Met Asgp Ala Arg Arg Asn Lys Gln
660 665 670

Gln Arg Ile Lys Glu Glu Gly Glu
675 680
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para detectar células basales prostaticas, que comprende visualizar la expresion de proteina
29 que contiene motivo tripartito proteina (TRIM29) en células basales de una préstata por inmunohistotincion.

2. El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende analizar la
morfologia de la estructura del tejido glandular de la préstata y la expresion de proteina 29 que contiene motivo
tripartito (TRIM29) visualizada.

3. El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que comprende
ademas visualizar la expresion de citoqueratina y/o proteina p63 por inmunohistotincion.

4. El método para detectar células basales prostaticas de acuerdo con la reivindicaciéon 3, que comprende analizar la
morfologia de la estructura del tejido glandular de la préstata y la expresion de proteina citoqueratina visualizada y/o
la expresion de proteina p63 visualizada.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde se visualiza la presencia, disminucién o
desaparicion de células basales prostaticas en el tejido de préstata recogido del sujeto en comparacion con un tejido
de préstata normal.

6. Un método para diagnosticar cancer de prostata, que comprende una etapa de deteccién de células basales
prostaticas en tejido de prostata recogido de un sujeto por inmunohistotincién utilizando un anticuerpo anti-TRIM29 o
un fragmento de unién a antigeno del mismo.

7. El método de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 6, donde la disminucién o desaparicion de células
basales prostaticas en comparacion con las de tejido de prostata normal indica la presencia de cancer de prostata.

8. Uso de un anticuerpo anti-TRIM29 o un fragmento de unién a antigeno del mismo en el diagndstico in vitro de
cancer de prostata a través de la deteccion de TRIM29 en células basales prostaticas.
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[Figura 1]

Anticuerpo anti-queratina (34BE) Anticuerpo anti-TRIM29

Préstata
normal

Cancer
de prostata

[Figura 2]

Anticuerpo monoclonal anti ratdén
ATDC(A-5) SC-166718 x 100
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[Figura 3]

TRIM29 (anticuerpo monoclonal) 34BE12 (anticuerpo anti-citoqueratina)
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