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DESCRIPCION

Anexina para averiguar el riesgo de un cancer

El presente invento se refiere al diagnostico de un cancer de préstata, particularmente de los tractos urogenital y/o
intestinal.

El cancer es una de las causas principales de muerte de seres humanos en la civilizaciéon occidental y con
frecuencia esta vinculado con dificultades en lo que respecta a su diagndstico.

Por ejemplo, el cancer de prostata es una de las causas principales de muerte por cancer en seres humanos, pero
es una enfermedad heterogénea que es dificil de diagnosticar. Es casi imposible predecir el curso que adoptara un
tumor individual. El estado actual de los marcadores de canceres de prostata para diagndstico esta basado
esencialmente en diferentes isoformas de un antigeno especifico de la préstata (PSA, acrénimo de prostate specific
antigen) y en su totalidad no es satisfactorio, al proporcionar falsos resultados negativos y falsos resultados
positivos. Recientemente, se han sugerido diversos marcadores moleculares alternativos, procedentes de fluidos
corporales o de un tejido de préstata. Se han identificado por lo menos tres diferentes subclases de cancer de
prostata, que parecen relacionados con el grado del tumor y con la incidencia de recurrencias y metastasis. La
sintasa de acidos grasos por si sola define diferentes signaturas moleculares para un cancer de préstata. Ademas,
esta remanente una urgente necesidad de parametros terapéuticos y diagndsticos mas elaborados y confiables para
caracterizar a los pacientes de acuerdo con su riesgo de progresion, con el fin de desarrollar nuevas estrategias de
terapias multimodales apropiadas para tener un control mejorado de un cancer individual.

El documento de solicitud de patente internacional WO 2004/079368 A se refiere a unos especificos enfoques
protedmicos para identificar a unas proteinas que son expresadas en células de cancer pero no en tejidos normales.
Entre las proteinas dianas se menciona a una anexina A4.

El documento de solicitud de patente de los EE.UU. US 2004/096916 A1 se refiere a unos marcadores de tumores
que se pueden usar para escrutar, diagnosticar, pronosticar e identificar subtipos de un carcinoma de células
renales. Entre las proteinas que se han de usar como marcadores de tumores se mencionan las anexinas Il, IV y V.

El documento US 2004/033502 A1 describe, entre otros, unos métodos para diagnosticar un cancer esofagico en
pacientes, que comprende la etapa de detectar el nivel de expresién en una muestra de tejido de dos o mas genes
especificos; se menciona a una anexina A10 como un posible gen diana.

El documento US 2003/232399 A1 describe métodos y composiciones para identificar y utilizar marcadores de tumores
presentes en fluidos corporales, que se pueden usar mas tempranamente en el proceso de una enfermedad y que no
dependen de ningun farmaco contra tumores por si mismo. Las anexinas | y Il son mencionadas en una lista de marcadores
para su inclusion en una lista de antigenos marcadores tumorales.

El documento US 2003/175736 A1 se refiere a composiciones y métodos para diagndsticos de canceres,
inclusive marcadores de canceres. Entre otros, se describe un método para caracterizar a un tejido de
prostata en un individuo, que comprende la deteccién de un marcador tal como una anexina A1, una
anexina A4 y una anexina A11.

El documento US 2003/165954 A1 se refiere a perfiles y marcadores genéticos de canceres y proporciona sistemas
y métodos para escrutar unos farmacos que son efectivos para especificos pacientes y tipos de canceres. La
generacion de un perfil de sensibilidad a los farmacos puede comprender la deteccion de un nivel de expresiéon en un
gen de sensibilidad a los fArmacos, p.ej. el ANXA4.

El documento US 2003/152923 A1 describe un sistema para diagnosticar formas agresivas de un melanoma maligno,
que se basan en la expresion de ciertos genes de marcadores, entre los cuales se menciona a una anexina A2, dentro
de una muestra de tumor.

El documento US 2002/168696 A1 concierne a unos métodos de escrutinio para la evaluacién de diagnostico y
prondstico de un cancer. Por ejemplo, se proporcionan métodos para detectar una sobreproduccion de proteinas
anexinas |y Il.

Lee y colaboradores (Journal of Chromatography B, volumen 815, paginas 203-213, 2005) se refieren a la
revelacion de enfermedades uroldgicas por técnicas protedmicas. Se menciona que en muestras de tejidos de
cancer renal, una anexina | y una anexina IV son reguladas ascendentemente.
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Alaiya y colaboradores (Journal of Chromatography B, volumen 787, paginas 207-222, 2003) se refieren al
perfilamiento de la expresion de proteinas en canceres humanos de pulmén, mama, vejiga, renales, colorrectales
y ovaricos. Se mencionan diversas proteinas marcadoras de tumores, pero no anexinas.

Vaarala y colaboradores (Laboratory Investigation, volumen 80, paginas 1259-1269, 2000) se refieren a unos genes
expresados diferencialmente dentro de linajes de células de cancer de prostata LNCaP que reflejan cambios
producidos durante la progresion de un cancer de préstata. Entre los genes que se confirmé que eran expresados
diferencialmente se encontraba una anexina .

Ninguno de estos documentos menciona a una anexina A3.

El documento US 2003/108963 A1 se refiere a una diversidad de marcadores de canceres, entre ellos a una
anexina A3. En particular, fueron perfiladas unas muestras de ARN que se derivan de muestras de tejidos de
préstata y tejidos que no son de préstata; y las que presentaban un aumento en la expresién en especimenes de
tumores de préstata se seleccionaron para la secuenciacion ulterior. Sin embargo, no se proporcionan datos
concernientes a una proteina anexina A3.

El invento, en su forma mas amplia, es definido en la reivindicacion 1.

Un método para diagnosticar un cancer de préstata para efectuar una discriminacion entre un tejido de prostata
canceroso y otro no canceroso, que comprende las etapas separadas de

- determinar la abundancia de por lo menos una proteina anexina A3 intracelular y/o

- determinar la abundancia de por lo menos una proteina anexina A3 extracelular,

usando muestras de orina o fracciones de las mismas, en las que se observan en el estado canceroso unos niveles
mas bajos de una anexina A3, y en donde las muestras de orina o las fracciones de las mismas se obtienen a partir
de una orina exprimida.

Después de la determinacién de las abundancias intra- y extracelulares de por lo menos una proteina anexina se
pueden determinar las relaciones de la abundancia extracelular por encima de la abundancia intracelular o al revés.
Preferiblemente, se determinan las relaciones de la abundancia extracelular por encima de la abundancia
intracelular. Las relaciones obtenidas son unos ventajosos parametros de diagnéstico para un cancer y/o para la
discriminacion entre un tejido canceroso y otro no canceroso.

De acuerdo con el presente invento, se entiende el término “extracelular” como el espacio extracelular que incluye a
la superficie exterior de membranas plasmaticas de células.

De acuerdo con el presente invento, el término “tejido no canceroso” abarca un tejido sano y un tejido patégeno, en
particular una hiperplasia prostatica benigna, una prostatitis cronica, la enfermedad de Crohn, una colitis ulcerosa,
un tejido inflamable y las fibrosis, en particular las fibrosis secundarias.

De acuerdo con el presente invento, se entiende el término “abundancia” como el nivel y la concentracién intracelular
y/o extracelular respectivamente de una proteina.

De acuerdo con el presente invento, los términos de “proteina anexina” y de “proteina” en general comprenden
isoformas, mutantes, versiones truncadas y formas de las mismas que han sido modificadas después de la
traduccién. Las formas modificadas después de la traduccion pueden incluir en particular unas formas proteinicas
obtenibles mediante un tratamiento proteolitico.

En el caso de una forma preferida de realizacion, se determina la abundancia de una proteina anexina A3
conjuntamente con la abundancia de por lo menos una proteina anexina adicional. Con respecto a dicha proteina
adicional, se hace referencia a la descripcion que sigue.

Aqui se describe también que la abundancia de por lo menos una proteina anexina es determinada conjuntamente
con la abundancia de una pequefia molécula o de un pequefio marcador de acido nucleico.

Las anexinas son unas proteinas que fijan calcio, que se cree que influyen sobre diferentes funciones intra- y extra-
celulares, incluyendo el trafico a través de membranas, la migracién de linfocitos, la movilidad de células, el flujo de
calcio y la transduccion de sefiales. Ellas son altamente abundantes, y el volumen dependiente del calcio, que
enmascara a los lipidos membranales cargados negativamente, puede ser importante para la funcion de una
anexina.

En un anterior estudio proteémico, que compara la abundancia diferencial de proteinas entre unos tejidos benignos y

tumorales procedentes de 31 pacientes de cancer de prostata, los autores del invento han identificado a una anexina

A3 como la mas abundante diferencialmente de diversas maneras en tumores, y que representa potencialmente un
3
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marcador de diagnostico para diferentes subtipos de cancer de préostata. Una anexina A3 es un miembro
relativamente infrecuente de la familia de las anexinas, que era regulado ascendentemente en un promedio de 2,4
veces a lo largo de todos los 31 pacientes (entre 1,1 y 5,4 veces con una confianza de 95 %; P = 0,045). En un sub-
conjunto de ensayo de 22 pacientes, que habia sido sugerido por andlisis de conjuntos, una anexina A3 era regulada
ascendentemente en un promedio de 4,4 veces (entre 2,2 y 9,1 veces con una confianza de 95 %; P = 0,0008),
sugiriendo que en ciertos tipos de tumores la abundancia de una anexina A3 puede estar implicada en el fenotipo canceroso.
Acerca de mas detalles, se hace referencia a la solicitud de patente PCT/EP2005/001567.

Se informa que varias anexinas son reguladas descendentemente en asociacion con un cancer de proéstata,
incluyendo a una anexina A1, una anexina A2, una anexina A4, una anexina A7 y una anexina A10. Se ha informado
también de “algun valor diferencial (de una anexina A3) entre un tejido de prdstata maligno y otro benigno”.
Recientemente, se ha mostrado que una anexina A3 es necesaria para la replicacion del ADN en hepatocitos
cultivados, y parece ser que es expresada en mas alto grado en hepatocitos pequefnos, que tienen mayores tasas
potenciales de crecimiento y de proliferacion que los hepatocitos del parénquima. Los resultados obtenidos por los
autores del invento sugieren que una anexina A3, que tipicamente es un miembro raro de esta familia, puede
proporcionar por lo tanto un biomarcador o una diana o un principio terapéutico para el tratamiento de un cancer de
ciertos pacientes.

Las anexinas se encuentran en el citoplasma, pero también son halladas extracelularmente, aunque ellas carecen
de secuencias lideres secretoras. Por ejemplo, una anexina A3 ha sido identificada como un antigeno para
anticuerpos anti-esperma implicados en la infertilidad de los varones. Se encontré también que una anexina A1 era
expuesta sobre superficies epiteliales en la vecindad de tumores sélidos de pulmén, y que la administracién de un
anticuerpo marcado radiolégicamente contra la proteina causaba la regresion de tumores en experimentos con
animales. Desde luego, la translocacion de una anexina A5 a superficies de células estd asociada con una
apoptosis, y una anexina A1, también conocida como lipocortina 1, es liberada hacia el espacio extracelular en
grandes abundancias a partir de neutréfilos y monocitos/macréfagos como un agente antiinflamatorio. De hecho, una
anexina A1 puede ser el mediador principal del efecto antiinflamatorio de ciertos glucocorticoides.

No hay ningun mecanismo para la secrecién de anexinas que se haya informado que combine una secrecion,
especialmente la expulsiéon celular de una anexina A3, la ruta de los exosomas y una regulacién alterada de la
vigilancia inmunitaria de la préstata. Los exosomas son unas vesiculas membranales con un didmetro de 30 a 100
nm, que se producen y segregan in vitro por células vivas de diverso origen, y que se piensa que estan implicados
en la transferencia de antigenos tumorales a células presentadoras de antigenos, asi como en la estimulacion de
respuestas inmunitarias especificas. Ciertos miembros de la familia de las anexinas, incluyendo a una anexina A3 y
a una anexina A8, son hallados corrientemente en exosomas.

Se ha supuesto que los exosomas estan implicados en la liberaciéon de proteinas de choque térmico hacia el entorno
extracelular en la ausencia de una necrosis celular. El entorno de exosomas luminares podria permitir los bajos
valores del pH que son necesarios para la funcién in vivo de los canales de iones de anexinas propuestas, que ha
sido discutida controvertidamente a causa de la incompatibilidad con la viabilidad de ciertas células. Desde luego,
los casos informados de canales de iones de anexinas, fisioldgicos, que se presentan en las vesiculas de matriz que
estan implicadas en la formacién de osteoblastos en huesos y en la diferenciacion terminal y la muerte de los
condrocitos, ambas de las cuales son unas circunstancias atipicas de una viabilidad celular normal. De acuerdo con
los autores del invento, los canales de iones de anexinas podrian estar implicados en la rotura osmética de vesiculas
de exosomas (ya sea dentro de vesiculas multivesiculares antes de una fusidén secretora con la membrana
citoplasmatica, o bien extracelularmente) y de esta manera modulan a un medio extracelular de tumores u otros
tejidos, tales como un hueso en el caso de una osteoporosis.

Recientemente, se ha informado de que unas células de tumores irradiados son fagocitadas eficientemente por
macrdéfagos, pero que cuando una fosfatidilserina de superficie de células es enmascarada por una anexina A5, la
ruta de los macrofagos es reducida y se produce una fuerte respuesta inmunitaria dependiente de células
dendriticas CD8+. En lo que se refiere a lo anterior, una anexina A1 es un modulador antiinflamatorio que reduce el
reclutamiento de neutrdfilos, y de esta manera reduce la inflamacion de ciertos tejidos. Ella se fija a especificos
receptores de ALX (lipoxina A) extracelulares en neutréfilos y en macréfagos, y de esta manera puede modular la
fagocitosis de macrofagos. En el sitio de la accion dentro de los tejidos, una anexina A1 y su péptido terminal de N
(Ac2-26) favorecen la fagocitosis de neutrdfilos apoptoticos, reduciendo de esta manera el nivel de inflamacion y la
respuesta inmunitaria a través de citocinas antiinflamatorias, tales como el TGF (acrénimo de Transforming Growth Factor =
factor de crecimiento en transformacion)-31, y, correspondientemente, la proliferacion de células T inducida por antigenos, de
células Th1 (T 1 cooperadoras) y Th2 (T 2 cooperadoras) es también inhibida por el péptido Ac2-26. Unos cambios de una
anexina A3 en tumores pueden influir sobre la vigilancia inmunitaria de un tejido de prostata por alteracion de las propiedades
y/o de la concentracion de la agrupacion de anexinas extracelulares, y modular de esta manera la interaccion entre una
respuesta dominada por macrofagos/granulocitos y una respuesta humoral.

De acuerdo con una forma de realizacion del presente invento, la abundancia de por lo menos una proteina anexina
A3 es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos una proteina anexina, preferiblemente del
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grupo que consiste en una anexina A1, una anexina A2, una anexina A3, una anexina A4, una anexina A5, una
anexina A6, una anexina A7, una anexina A8 y una anexina A10.

En el caso de una forma de realizacién adicional del presente invento, la abundancia de por lo menos una proteina
anexina A3 es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos una proteina adicional del grupo que
consiste en el amiloide P de suero, la isopeptidasa T, la proteina de fijacion de acidos grasos del tipo muscular, la
galectina 1, la proteina de choque térmico 90, una BiP (proteina humana: precursora de proteina regulada por
glucosa P11021 - 78 kDa, la GRP 78, la proteina de fijacién de cadenas pesadas de inmunoglobulinas, la proteina de
fijacion de Ca’" luminar del reticulo endoplasmatico grp 78), la proteina disulfuro isomerasa, la proteina de fijacion de
acidos grasos de tipo epidérmico, la enoil coenzima A hidratasa y la nucleofosmina.

Ademas, la abundancia de por lo menos una proteina anexina A3 puede ser determinada conjuntamente con la
abundancia de por lo menos una proteina adicional del grupo que consiste en la familia 14-3-3, un proteosoma,
particularmente un prosoma y/o macrodolor (macropain), la subunidad 2 de activador, la familia de las
citoqueratinas, la proteina alfa KNP-1 (NUMERO DE ACCESO AL NCBI BAA95554.1 GI:7768772) y la proteina
beta KNP-1 NUMERO DE ACCESO AL NCBI BAA21139.1 GI:2250701).

En algunos casos, es limitado el valor como diagnostico de los marcadores de tumores convencionales para una
diagnosis. Por ejemplo, unos valores del antigeno prostatico (PSA) en suero altos o extremadamente bajos
proporcionan un indice de diagndstico confiable razonable para un cancer de préstata. Sin embargo, unos valores
preoperatorios de PSA que fluctian entre 2 y 10 ng/ml, especialmente entre 4 y 10 ng/ml, particularmente entre 2 y 6
ng/ml, son extremadamente malos en lo que se refiere a la confiabilidad para diagnédstico, en particular con respecto
a la prediccion de tasas de curacion postoperatoria en prostatectomias radicales.

Por lo tanto, en una forma de realizaciéon preferida particular del invento, se determina la abundancia de por lo
menos una proteina anexina A3 conjuntamente con la abundancia de por lo menos un marcador en sangre o suero,
p.ej. por lo menos un miembro de la familia de proteasas de calicreina, preferiblemente de un antigeno especifico de
la préstata (PSA). La abundancia de diversas formas de PSA, en particular las abundancias de PSA total (tPSA) las
abundancias relativas o absolutas de PSA libre (fPSA) y las abundancias relativas o absolutas de un PSA convertido
en un complejo (cPSA), se pueden determinar conjuntamente con la abundancia de una anexina A3. Se pueden
usar a este respecto otros miembros de la familia de proteasas de calicreina. Las abundancias de estas proteinas
unas con otras se pueden usar también en combinacion con uno o mas parametros de anexinas medidos o
calculados para finalidades de diagnéstico. Los parametros de anexinas que pueden ser utiles, no estan restringidos
evidentemente a los usados por via de demostracién en esta presente divulgacion.

En el caso de una forma de realizacion preferida adicional, la abundancia de por lo menos una proteina anexina A3
es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos un marcador de células epiteliales,
particularmente un antigeno de membrana, especifico de la prostata (PSMA, acrénimo de prostate specific
membrane antigen).

De acuerdo con el presente invento, el cancer que se ha de diagnosticar es un cancer de prostata opcionalmente en
comun con un cancer de colon. Con respecto a un cancer de prostata, el método del invento permite preferiblemente
la discriminacién entre muestras de tejidos de cancer de prostata, muestras de tejidos con hiperplasia prostatica
benigna (BPH, acrénimo de benign prostatic hyperplasia), muestras de tejidos con prostatitis crénica, muestras de
tejidos afligidos con fibrosis y muestras de tejidos sanos.

En lo que concierne a un cancer de colon, el método del invento permite preferiblemente la discriminacién entre una
muestra de un tejido con cancer y unas muestras de tejidos que estan afectados por enfermedades inflamatorias del
vientre, particularmente la enfermedad de Crohn y/o una colitis ulcerosa.

De acuerdo con otra forma de realizacion adicional, es posible diagnosticar subgrupos de canceres. Ademas, se
pueden diagnosticar diferentes etapas de cancer. Es posible adicionalmente vigilar la transiciéon de un tejido no
canceroso a un tejido canceroso, por medio del presente invento.

En el caso de una forma de realizacion preferida adicional del invento, unas muestras o fracciones de orina
exprimida son sometidas a un proceso de separacion antes de determinar la abundancia de por lo menos una
proteina anexina A3 con el fin de proporcionar sedimentos y sobrenadantes celulares. Preferiblemente, el proceso
de separacion se realiza por centrifugacion, especialmente por centrifugacion de células a baja velocidad a partir de
un medio liquido (p.ej. a 200 x g durante 5 minutos a 4°C), tal como resulta evidente para los expertos en la
especialidad. Evidentemente, cualquier apropiado protocolo de centrifugaciéon, incluyendo centrifugaciones
sucesivas en condiciones diferentes, o0 combinaciones de centrifugaciones con otros métodos, se podria emplear de
manera concebible para separar una anexina soluble o fijada a exosomas con respecto de una anexina intracelular,
para realizar una medicion. Se pueden emplear también otros medios de separacion de una anexina soluble o fijada
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a exosomas con respecto de una anexina intracelular, o combinaciones de dichos medios, tal como resulta evidente
para los expertos en la especialidad (p.ej., perlas magnéticas, filtracion, cromatografia, etc).

De acuerdo con una forma adicional de realizacion del presente invento, los sedimentos celulares se usan para
determinar la abundancia intracelular de por lo menos una proteina anexina A3, o de por lo menos una proteina
anexina.

Tal como ya se ha mencionado en la descripcién anterior, las anexinas estan implicadas de una manera intrincada
en procesos de osteoblastosis y osteolisis. Las anexinas estan implicadas en el proceso de mineralizacion de los
huesos. Esto es digno de sefalarse, puesto que unas metastasis de canceres de préstata son inusuales entre los
canceres al exhibir una alta frecuencia de lesiones osteoblasticas de los huesos. La mayor parte de las metastasis
de canceres estan caracterizadas por una actividad osteolitica (de disolucion de hueso) de los osteoclastos,
mientras que las metastasis de prostata exhiben una actividad tanto osteocléstica como osteoblastica depositadora
de minerales.

Una mineralizacion fisiolégica es un proceso altamente complejo y regulado. Una mineralizacion de huesos es
iniciada por pequefias vesiculas, denominadas vesiculas de matriz, que son liberadas desde la membrana
plasmatica de células del esqueleto sujetas a mineralizacion. La primera fase mineral se forma dentro de las
vesiculas de matriz. Puesto que éstas son encerradas por membranas, se requieren unas proteinas de canal para
que entren los iones minerales. Las anexinas forman dentro de las vesiculas de matriz unos canales, a través de
cuales entra el Ca®, que conduce a la iniciacion de una mineralizacion con fosfato de calcio. Una vez que los
cristales intravesiculares han alcanzado un cierto tamaiio, ellos rompen a la membrana. Esto esta relacionado a su
vez con una inflamacién, que es una caracteristica corriente en la biologia de los canceres y de las anexinas, e
implica una interaccién entre un hueso y el sistema inmunitario. Por lo tanto, se describe también un método que se
puede usar para diagnosticar y/o tratar una osteoporosis. En particular, las abundancias de anexinas,
preferiblemente la abundancia de una anexina A3 y/o de una anexina A8, se determinan en fluidos corporales,
secreciones corporales, muestras de tejidos, grupos de células o células, especialmente por métodos conocidos
para los expertos en la especialidad, con el fin de diagnosticar y/o tratar una osteoporosis. Dicho tratamiento puede
implicar la aplicacion de unas sustancias que influyen sobre la abundancia, la localizacion subcelular/extracelular, la
modificacién posterior a la traduccién o la actividad de proteinas anexinas. Una actividad a este respecto incluye
especialmente una actividad de canales de iones, que puede ser apropiadamente aumentada o disminuida. Unas
sustancias que se pueden usar para el tratamiento de una osteoporosis, incluyen explicitamente una anexina A3,
versiones truncadas o mutantes de la misma, o anticuerpos u otros reactivos con afinidad, en particular conocidos en
el estado de la técnica. Dichas sustancias pueden incluir ademas acidos nucleicos, o sustancias relacionadas
quimicamente con ellos, tales como acidos nucleicos peptidicos (pAN), que también se pueden usar como ARNs
interferentes pequefos (siRNAs acronimo de small interferent RNA), en particular los conocidos en el estado de la
técnica.

Ejemplos de analisis en cuanto a proteinas de sedimentos celulares de orina de préstatas masajeadas y exprimidas,
procedentes de pacientes a los que se ha diagnosticado un cancer, una hiperplasia prostatica benigna (BPH) o
pacientes testigos con unas condiciones que se han diagnosticado como no relacionadas con un cancer, se
muestran en la fig. 3, la fig. 4 y la fig. 5 respectivamente. Las secciones superiores en cada una de las fig. 3 hasta 5
muestran una sefial de quimioluminiscencia intensificada (ECL, acrénimo de enhanced chemiluminescence) por una
anexina 3, procedente de una transferencia Western blot y las secciones inferiores muestran toda la sefial de
proteina cargada tal como se ha tefiido con Ponceau S (“proteina”). Cada gel contiene una escalera de pesos
moleculares (M) asi como duplicados de 7,5 ug de un material lisado de proteina celular total procedente de un
tumor de préstata que contiene una anexina A3 como un testigo positivo (+C). Las sefiales de anexina A3
procedentes de muestras tomadas en diferentes geles, se pueden comparar por normalizacién con el valor medio de
los testigos positivos respectivos de réplicas. Se encontré por parte de los autores del invento, en un estudio
preliminar, que los sedimentos de muestras de orina exprimida de pacientes de cancer tienen mucha menor cantidad
de anexina A3 que uno cualquiera de los pacientes de hiperplasia prostatica benigna (BPH) o los pacientes testigos
sanos (Fig. 6). Por ejemplo, en relacién con el valor de referencia de 0,2 veces la magnitud de la sefal de anexina
A3 (abundancia) como en PR_26CA, solamente 5/30 (5:25) de las muestras de orina exprimida de pacientes
de cancer tienen mas de 0,2 veces el valor de referencia, mientras que 23/30 (23:7) de las muestras de orina
exprimida de pacientes de BPH y 18/30 (18:12) de las muestras de orina exprimidas de pacientes testigos sanos,
superaban este valor de referencia. Estos resultados muestran que, en promedio, estos sedimentos celulares
procedentes de muestras de orina exprimida de pacientes de cancer contienen menos cantidad de anexina A3 que
las muestras de orina exprimida procedentes de pacientes de BPH o de pacientes testigos sanos.

De acuerdo con una forma de realizacién adicional del invento, los sobrenadantes que resultan del proceso de
separacion de las muestras de orina exprimida y de las fracciones de las mismas, se usan para determinar la
abundancia extracelular de por lo menos una proteina anexina A3 o de por lo menos una proteina anexina.

Se prefiere particularmente usar los sobrenadantes para diagnosticar un cancer, en particular de los tractos
urogenital y/o intestinal y/o para la discriminacién entre un tejido canceroso y otro no canceroso.
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En el caso de una forma de realizacién preferida adicionalmente del presente invento, un agente quelador de
cationes, especialmente un agente quelador de Ca®, particularmente el EDTA y/o el EGTA, se afiade a la muestra
de orina o a la fraccién de la misma antes de determinar la abundancia de anexina A3 o de por lo menos una
proteina anexina. En una forma de realizacién preferida, la adicion del agente quelador de cationes se realiza antes
de someter las muestras o las fracciones de las mismas al proceso de separacion.

Preferiblemente, la determinacion de la abundancia de por lo menos una proteina anexina extracelular,
particularmente de una anexina A3, se realiza en un sobrenadante tratado con un agente quelador de cationes,
particularmente tratado con EDTA y/o EGTA, y como comparacion en un sobrenadante que carece de un agente
quelador de cationes, particularmente EDTA y/o EGTA. El sobrenadante se deriva de la misma muestra de orina
exprimida, o de una fraccion de la misma.

Basandose en el razonamiento de que en particular la translocacion de una anexina A3 desde el interior hasta el
exterior de las células es afectada diferencialmente durante el desarrollo de un cancer de préstata, el presente
invento incluye la determinacién de si hay alguna diferencia en la localizaciéon intracelular/extracelular de una
anexina A3 en asociacion con un cancer. El entorno extracelular, como ya se ha mencionado en la anterior memoria
descriptiva, se entiende como el espacio extracelular que incluye la superficie exterior de membranas plasmaticas de
células. Una orina exprimida obtenida subsiguientemente a un masaje clinico de préstata, contiene células exudadas
a partir de la préstata. Al igual que la posibilidad de existencia de una anexina A3 extracelular en exosomas, una
anexina A3 libre podria fijarse a grupos cargados negativamente, tales como fosfolipidos, sobre la superficie de las
células de una manera dependiente del calcio. La ultima fraccion de anexina A3 podria ser liberada desde la
superficie de células hacia dentro del sobrenadante por adiciéon de EDTA/EGTA al medio con el fin de quelar al
calcio.

Una investigacion adicional en un estudio de cuatro centros, doble ciego, demostré que la relacién de la anexina A3
total de un sedimento por encima de un sobrenadante era apta para diagnosticar casos marcados como fibrosis en
el grupo de pacientes no cancerosos. Una fibrosis esta asociada con procesos benignos y es indicativa de un caso
no canceroso. El AUROC (Area bajo la curva ROC) es de 0,7072 para la “relacion pu.anx.totratio” para un total de
103 casos no cancerosos. La correlacion para la relacion era negativa, y por lo tanto unas cantidades aumentadas
de anexina A3 total en sobrenadantes eran cruciales para la clasificacion dentro de este grupo. Esto es légico,
puesto que para los casos de cancer se observaba en sobrenadantes un valor de anexina A3 disminuido (véase mas
adelante).

El perfilamiento adicional de pacientes no cancerosos (BPH, prostatitis crénica, fibrosis, PIN 1-3) por medio de las
relaciones de anexina A3 en sedimentos/sobrenadantes es un aspecto importante del invento para subsiguientes
etapas secuenciales y/o de parametros multiples del andlisis de los datos mas alla de la decisién diagndstica de un
caso de cancer frente a un caso no canceroso.

Adicionalmente, los autores del invento determinaron las abundancias de anexina A3 en sobrenadantes y
sedimentos celulares de una serie independiente separada de pacientes, con el fin de comparar la abundancia
relativa de anexina A3 tanto en sedimentos celulares como en sobrenadantes de muestras de orina exprimida.
Nuevamente, se encontrd para esta diferente cohorte de pacientes que las abundancias de anexina A3 en muestras
de sedimentos de orina exprimida procedentes de pacientes de cancer son mas bajas que las abundancias de
anexina A3 en sedimentos de orina exprimida procedentes de pacientes de BPH o pacientes sanos. En lo que
concierne a los sobrenadantes, las abundancias de anexina A3 procedentes de estos mismos pacientes son mas
altas en los sobrenadantes tratados con EDTA de muestras de orinas exprimida de pacientes de cancer que en los
sobrenadantes tratados con EDTA de muestras de orina exprimida de pacientes de BPH o de pacientes sanos. A
partir de las relaciones individuales de fracciones extracelulares (sobrenadantes tratados con EDTA) e intracelulares
(sedimentos de 1000 x g) de una orina exprimida surgié una imagen incluso mas clara, tal como se muestra en la fig.
7. Tomados conjuntamente, estos datos indican unas tasas de falsos resultados positivos que estan situadas
alrededor o por debajo de 10 % y ademas las relaciones de la expresion de anexina A3 en sobrenadantes (anexina
A3-S) frente a la expresion de anexina A3 en sedimentos (anexina A3-P) permiten una discriminacion de un cancer
con respecto a una BPH y con respecto a testigos, tal como se muestra en la Tabla 1: esencialmente, la anexina A3-
S es alta en un cancer y en una BPH y baja en testigos, mientras que la anexina A3-P es alta en una BPH y en
testigos y baja en un cancer; teniendo por lo tanto una alta S (o S/P) o una baja P para un cancer; una alta S (o S/P)
y una alta P para una BPH, y una baja S (o S/P) y una alta P para testigos; las relaciones individuales (S/P)
proporcionan la imagen mas clara en comparacién con los sedimentos a solas (fig. 7). Una calibracion adicional en
cuanto a abundancias de proteinas mejora adicionalmente la imagen obtenida.

De acuerdo con una forma adicional de realizacién del invento, la abundancia de una anexina A3 o de por lo menos
una proteina anexina es determinada por métodos inmunohistoquimicos, en particular usando unas muestras de
tejidos, tales como secciones de tejidos.

La solicitud describe adicionalmente el uso de por lo menos un anticuerpo anti-anexina, en particular de un
anticuerpo anti-anexina A3, para el diagndstico de un cancer, en particular de los tractos urogenital y/o intestinal, y/o
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para una discriminacion entre un tejido canceroso y otro no canceroso. En una forma de realizacion preferida, el
anticuerpo anti-anexina se usa para tefir de manera patohistologica y diagnéstica muestras de tejidos, en particular
secciones de tejidos. Las muestras se pueden obtener por medio de biopsias o por excisién completa de un tejido.
En particular, las muestras de tejidos que han de ser tefiidas por el anticuerpo anti-anexina se derivan de biopsias de
préstata o de un tejido de préstata después de una prostatectomia.

Se obtuvo un suero policlonal de conejo que contenia anticuerpos contra una anexina A3 y se uso para localizar una
anexina A3 en tejidos de préstata mediante una inmunohistoquimica. A causa del gran numero de miembros de la
familia de las anexinas, los autores del invento caracterizaron la especificidad del anticuerpo policlonal anti-anexina
A3 mediante una transferencia Western blot para una inmunohistoquimica. La enorme mayoria de las sefiales
obtenidas mediante la transferencia Western blot de materiales lisados celulares de tejidos benignos y de cancer de
prostata procede de una anexina A3 (fig. 1). Se observé una abundancia marginal de una sefal para una proteina de
peso molecular mas alto, que presumiblemente es una anexina A6. Este anticuerpo produjo una banda limpia fuerte
usando aproximadamente 120 ng de GST(glutation-S-transferasa)-anexina A3 de 60 kDa en las mismas
condiciones. Una cuantificacién realizada a fondo, basandose en los valores de radiactividad a partir de geles 2D
procedentes de biopsias, tinciones de proteinas de geles 1D y 2D y borrones de transferencia Western blot 1D y 2D
procedentes de biopsias y de orinas exprimidas, condujo a una determinacién de los limites de deteccion de las
concentraciones de proteinas en muestras de orinas exprimidas, que fluctuaban entre 0,02 y > 15 mg/ml. El limite de
deteccion estaba en un valor algo mas bajo, pero cercano a 0,01 mg/ml. En términos del contenido de proteinas, el
intervalo es de desde 0,001 hasta mas de 0,3 mg/ug de proteina total.

Es, por lo tanto, probable que este anticuerpo reconozca predominantemente una anexina A3 en una
inmunohistoquimica, como se muestra en la fig. 2, en donde la correspondiente sefial de anexina A3 esta restringida
a células epiteliales en una prostata sana, y adicionalmente a células cancerosas en tumores. Las células
estromales exhibian una tincién acrecentada en un cancer precoz. El fundamento racional del mecanismo para las
diferencias de anexina A3 en un cancer de prostata y en un tejido de BPH indica de primera intencién una transicién
desde una expresion intracelular, mas localizada y en total mas baja, a una expresiéon extracelular y en total mas
alta, cuando se compara con unas muestras testigos.

La distribucion de una tincidon de anexina A3 era sugerente de una localizacion en el citoplasma y en membranas
(fig. 2), aunque el nivel global de tincion en células individuales parecia ser mas bajo en un cancer que en un tejido
benigno (fig. 2), el nivel global de anexina A3 en el mismo tejido de cancer era mas alto (p.ej. la fig. 1) lo que puede
ser explicado por mas cantidad de células que contienen anexina A3 en un tejido canceroso, y/o por mas cantidad
de anexina A3 extracelular en un tejido canceroso.

En un estudio amplio (de cuatro centros, doble ciego) que toma en cuenta y mide por primera vez las cantidades
totales de anexinas en sobrenadantes y sedimentos de la orina exprimida de 250 pacientes, y que ademas cuantifica
la contribucién potencial de los neutréfilos a la sefial de anexina A3 (por cuantificacién paralela del marcador de
neutréfilos NGAL), se observé que los niveles de anexina A3 eran reducidos en los sobrenadantes de la orina
exprimida de pacientes con cancer. En términos generales, este resultado indica que se observan unos niveles mas
altos de anexina A3 en la orina exprimida de pacientes no cancerosos, con fibrosis o BPH, que en pacientes con
cancer, sin embargo, estos niveles eran muy reducidos hasta llegar a ser despreciables en una orina convencional
no exprimida. Por lo tanto, se saca la conclusidon de que la anexina A3 medida en una orina exprimida se origina
predominantemente en la préstata, y es liberada dentro de la orina como una consecuencia del proceso de masaje
prostatico. Se ha mostrado anteriormente que una anexina A3 es expresada principalmente en las células epiteliales
ductales de la prostata sana. Para la discriminacion entre un cancer y un caso no canceroso a solas, los presentes
datos indican que la cantidad de anexina A3 en sobrenadantes tiene el valor para diagndstico mas grande (los
valores de AUROC para una lectura combinada de anexina A3 por ug de proteina y de anexina A3 total en
sobrenadantes de una orina exprimida de pacientes con cancer de prostata, con unos valores iniciales de PSA entre
4 y 10, fueron de 0,78-0,82). Aqui se observo una perturbacion de la anexina A3 en un sedimento en el caso de
unos valores mas altos de NGAL; (asi los valores de AUROC para la anexina A3 en un sedimento estaban situados
en el intervalo de 0,55-0,65).

Es conocido también que en una prostata con cancer, solamente un pequefio porcentaje de las células ductales
epiteliales son cancerosas, y por lo tanto las diferencias medidas en la abundancia de anexina A3 extracelular no
deberian ser significativas de acuerdo con un razonamiento légico. No obstante, se observé una reduccion
considerable y significativa de la abundancia media de anexina A3 en la orina exprimida de pacientes de cancer en
relacidon con pacientes no cancerosos. No es posible explicar racionalmente porqué esto deberia ocurrir, puesto que
las células epiteliales no cancerosas deberian continuar segregando anexina A3 de acuerdo con el conocimiento
convencional intuitivo. Posiblemente, la presencia de un cancer causa la secrecidon de una sustancia que actua
desde una molécula diferente, tal como una citocina, que afecta a la secrecidon de anexina A3 desde la masa de
células epiteliales en una prostata con una lesion cancerosa. No esta claro si este factor que actia desde una
molécula diferente se originaria en las células cancerosas propiamente dichas, o en otras células. Esta bien
demostrado documentalmente que unos factores que actuan desde una molécula diferente influyen sobre la relacion
entre células cancerosas y su entorno mesenquimal/estromal, y viceversa. Independientemente del (de los)
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mecanismo(s) responsable(s), las presentes observaciones empiricas no son ambiguas, y demuestran de una
manera clara pero sorprendente que unos niveles mas bajos de anexina A3 de la orina exprimida proporcionan una
medicién predictiva de la probabilidad de que el paciente tenga células tumorales en la préostata. Este uso para
diagnostico de los niveles de anexina A3 en una orina exprimida pueden ser combinados con otros indices de
diagnéstico, tales como el nivel del antigeno especifico de la prostata (PSA), tal como se demuestra a titulo de
ejemplo. Estos resultados sugieren también que la presencia de la proteina anexina A3 esta asociada con el fenotipo
sano. Por lo tanto, la proteina anexina A3 puede ser usada de una manera terapéutica para tratar un cancer,
aumentando los niveles de anexina A3 extracelular.

Los mecanismos que subyacen a los resultados observados estan sometidos a investigacion y ellos reflejan
potencialmente una transicién desde una cierta clase de epitelio de préstata completamente sano a una etapa no
cancerosa (fibrosis/BPH), que esta asociada con niveles elevados de anexina A3 tanto en los sedimentos como
sobrenadantes de orina exprimida, teniendo la anterior relacién de anexina A3 total (p/s) el mas alto valor para
diagnédstico. En un cancer, hay una correlacion evidente y sorprendente con unas cantidades disminuidas de
anexina A3 en sobrenadantes de orina exprimida de pacientes con cancer; se manifiesta que las cantidades de
anexina A3 en sedimentos tienen una contribucidon contaminante por leucocitos/neutréfilos positivos para NGAL.

Por lo tanto, es altamente deseable medir los niveles de anexina A3 tanto en un sedimento como en un
sobrenadante. Esta informacién sobre el nivel de proteinas no es accesible por métodos genémicos, p.ej., tal como
se insinla superficialmente pero no demuestra sustancialmente mediante la solicitud de patente en los EE.UU.
US2003/0108963A1.

En resumen, una anexina A3 exhibié una tincién predominantemente intracelular en un tejido sano y una localizacion
extra-epitelial en un tejido canceroso precoz: exhibiendo un céancer avanzado una tincion de anexina A3
notablemente reducida dentro de células cancerosas.

De acuerdo con el invento, las muestras de orina o las fracciones de las mismas se obtienen a partir de una orina
exprimida, que es recuperada después de un masaje de prostata, particularmente por introduccion de un dedo en el
recto.

En una forma adicional de realizacion, las muestras de orina o las fracciones de las mismas son purificadas,
particularmente son liberadas de neutréfilos, monocitos o células mononucleares de sangre periférica (PMBC,
acronimo de peripheral blood mononuclear cells), especialmente por medio de perlas magnéticas. Preferiblemente,
se usan muestras o fracciones de las mismas de una orina obtenida por la mafiana.

De acuerdo con una forma de realizacién del invento, se miden los niveles de anexinas en las heces o en las células
epiteliales del tracto intestinal. Ademas, los niveles de anexinas se pueden usar para diagnosticar canceres
epiteliales del tracto gastrointestinal en cualquier fraccion o preparacién de heces (cualquier superficie epitelial
potencialmente productora de exosomas). Los niveles de anexinas se usan ademas para diagnosticar un cancer
colorrectal. De acuerdo con una forma de realizacion preferida, los métodos del invento se pueden combinar con una
determinacion de neutrofilos, en particular de calprotectina y/o de lipocalina asociada con una gelatinasa de
neutrofilos (NGAL, acronimo de neutrophil gelatinase-associated lipocalin), para discriminar condiciones inflamatorias
(la enfermedad de Crohn o una colitis ulcerosa con respecto de un cancer).

Aqui se describe también que es posible tratar un cancer, en particular de los tractos urogenital y/o intestinal. Esto
se consigue preferiblemente por la intensificacion de la abundancia in vivo de por lo menos una proteina anexina,
por ejemplo de por lo menos una anexina extracelular.

Ademas, el presente invento permite realizar el diagndstico de un cancer de prostata y/o la discriminaciéon entre un
tejido canceroso y otro no canceroso. Esto se consigue particularmente mediante la determinacién de las relaciones
de las abundancias intracelulares frente a las extracelulares y de las abundancias extracelulares frente a las
intracelulares, respectivamente, de proteinas anexinas que pueden ser, llegado el caso, combinadas con la
determinacion de las correspondientes relaciones para otras proteinas. Preferiblemente, el diagnéstico de un cancer
y/o la discriminacion entre un tejido canceroso y otro no canceroso se basan en la abundancia extracelular de por lo
menos una proteina anexina. Las relaciones entre proteinas y las abundancias de proteinas, que se determinan
respectivamente, revelan diferencias entre tejidos cancerosos y no cancerosos, permitiendo de esta manera un
perfilamiento de un paciente. Por lo tanto, las proteinas anexinas, en particular una anexina A3, son unos confiables
marcadores diagnosticos que pueden incluso reemplazar completamente a los marcadores tumorales que se usan
convencionalmente en el diagndstico de canceres.

Para una descripcion mas detallada del presente invento se hara referencia a las tablas y figuras anejas.
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Tabla 1:

N° (#) de muestras Cancer BPH | Testigos Falsos valores Falsos positivos
40 40 40 negativos (% de 120)

(% de 120)

ANXA3-P

(% de 40)

Biomarcador descendente 84 23 40

Biomarcador ascendente 16 77 60 6 13,3

ANXA3-S

(% de 40)

Biomarcador descendente 5 20 91

Biomarcador ascendente 95 80 9

Relacion ANXA3-S/ANXA3-P

y clasificacion

Cancer 92 12 3

BPH 6 8 6 1,5 7,5

Testigo 2 8 91

Tabla1: Resumen de resultados de diagndsticos, las abundancias de anexina A3 son bajas en sedimentos (anexina
A3-P) de muestras de orina exprimida de pacientes de cancer y son comparativamente altas en correspondientes
sedimentos de muestras de orina exprimida en pacientes de BPH y pacientes sanos. Para las abundancias de
anexina A3 en sobrenadantes (anexina A3-S) de muestras de orina exprimida, hay un diferente cuadro: ellas son
bajas para pacientes sanos y altas para pacientes con cancer y con BPH. La lectura combinada clasifica
correctamente los tres casos con unos numeros indicados en la parte inferior de la tabla. En lo que concierne a
detalles adicionales se hace referencia a la anterior memoria descriptiva.

Tabla 2:

Nombre Descripcién

P_ug_tot sedimento: cantidad total de proteina (ug)

U_ug_tot sobrenadante™: cantidad total de proteina (ug)

P_ANX ug sedimento: nivel de sefiales de anexina por ug de proteina

P_ANX_tot sedimento: nivel de sefiales de anexina por muestra total de paciente

U_ANX_ug sobrenadante: nivel de sefiales de anexina por ug de proteina

U_ANX_tot sobrenadante: nivel de sefales de anexina por muestra total de paciente

PU_ANX ug sedimento + sobrenadante: nivel de sefiales de anexina por ug de proteina

PU_ANX_tot sedimento + sobrenadante: nivel de sefiales de anexina por muestra total de paciente

PU_ANX_ug_ratio relacién de sedimento / sobrenadante: nivel de anexina por yg de proteina

PU_ANX_tot_ratio relacion de sedimento / sobrenadante: nivel de anexina por muestra total de
paciente

P_NGAL_ug sedimento: nivel de sefales de NGAL por pg de proteina

P_NGAL tot sedimento: nivel de sefales de NGAL por muestra total de paciente

U_NGAL _ug sobrenadante: nivel de sefiales de NGAL por ug de proteina

U_NGAL_tot sobrenadante: nivel de sefiales de NGAL por muestra total de paciente

PU_NGAL_ug sedimento + sobrenadante: nivel de NGAL por ug de proteina

PU_NGAL_tot sedimento + sobrenadante: nivel de NGAL por muestra total de paciente

PU_NGAL_ug_ratio relacion de sedimento/sobrenadante: nivel de NGAL por muestra total de paciente

PU_NGAL_tot_ratio relacion de sedimento/sobrenadante: nivel de NGAL por muestra total de paciente

P_ANX_NGAL_ug_ratio sedimento: relacion de anexina/NGAL por ug de proteina
U_ANX_NGAL_ug_ratio sobrenadante: relacion de anexina/NGAL por ug de proteina
PU_ANX_NGAL_ug_ratio sedimento + sobrenadante: relacion de anexina/NGAL por ug de proteina
(“U” = “sobrenadante”)

Tabla 2. Parametros de proteinas medidos a partir de fracciones de sobrenadantes y sedimentos de orina exprimida
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Tabla 3:

Variable Descripcion

P.ug.tot sedimento: cantidad total de proteina (ug)

U.ug.tot sobrenadante: cantidad total de proteina (ug)

P.ANX.ug sedimento: nivel de anexina por ug de proteina

P.ANX.tot sedimento: nivel de anexina por muestra total

U.ANX.ug sobrenadante: nivel de anexina por ug de proteina

U.ANX.tot sobrenadante: nivel de anexina por muestra total
PU.ANX.ug sobrenadante + sedimento: nivel de anexina por ug de proteina
PU.ANX.tot sobrenadante + sedimento: nivel de anexina por ug de proteina
PU.ANX.tot.ratio relacién de sedimento/sobrenadante: nivel de anexina por muestra total
psa.ini niveles de PSA en sangre

perc.free.psa porcentaje de PSA libre

Tabla 3: Descripcién de abreviaturas y variables usadas en el Ejemplo 4

Tabla 4:

Ensayo AUROC Pacientes
anx.comb.var 0,78 112
comb.var.anx.psa 1 0,76 112
u.anx.tot 0,76 112
pu.anx.tot 0,75 112
u.anx.ug 0,74 112
perc.free.psa 0,72 103
psa.ini 0,57 109

Tabla 4: Resultados de los analisis de curvas ROC para los parametros variables indicados (véase la Tabla 3 para
su descripcion), realizados para pacientes agrupados de acuerdo con unos valores de PSA de 4-10 ng/ml. Los
parametros de ensayo, los valores de AUROC resultantes y el nimero de pacientes incluidos por cada analisis estan
agrupados en la tabla

Tabla 5:

Ensayo AUROC Pacientes
comb.var.anx.psa 2 0,79 109
comb.var.anx.psa 1 0,77 109
pu.anx.tot 0,73 109
anx.comb.var 0,71 109
u.anx.tot 0,71 109
pu.anx.ug 0,71 109
u.anx. 0,71 109
p.anx.tot 0,69 109
psa.ini 0,69 109
perc.free.psa 0,69 109

Tabla 5: Resultado de los analisis de curvas ROC para los parametros variables indicados (véase la Tabla 3 para su
descripcion), realizados para pacientes agrupados de acuerdo con unos valores de PSA de 2-6 ng/ml. Los
parametros de ensayo, los valores de AUROC resultantes y el nimero de pacientes incluidos por analisis estan
agrupados en la tabla.

Tabla 6:

Ensayo AUROC Pacientes
comb.var.anx.psa 1 0,75 226
comb.var.anx.psa 2 0,73 244
perc.free.psa 0,70 227
psa.ini 0,68 239
anx.comb.var 0,67 244
pu.anx.tot 0,66 245

Tabla 6: Resultado de los analisis de curvas ROC para los parametros variables indicados (véase la Tabla 3 para su
descripcion), realizados para todos los pacientes, incluyendo todos los valores de PSA. Los parametros de ensayo,
los valores de AUROC y el nimero de pacientes incluidos por cada analisis estan agrupados en la tabla.
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Tabla 7 :

Criterio Sens. (95% C.I.) Spec. (95% C.I.) +LR -LR +PV -PV
>=-3.5155 100.0 {( 93.7-100.0) 6.0 ( 0.0- 6.9} 1.00 52.3
> -3.51%5 98.2 ( 90.6- 99.7) 0.0 ( 0.0- 6.9) 0.98 51.9 0.0
> -2.6907 98.2 ( 90.6- 99.7) 1.9 { 0.3- 10.3}) 1.00 0.91 52.3 50.0
> -2.5444 98.2 ( 90.6- 99.7) 3.8 ( 0.6- 13.2) 1.02 0.46 52.8 66.7
> -2.0663 98.2 ( 90.6- 99.7) s.8 ( 1.3- 16.0) 1.04 0.30 3.3 75.0
> =1,9579 98.2 ( 90.6- 99.7) 7.7 {( 2.2- 18.6) 1.06 0.23 $3.8 80.0

> -1.9096 98.2 ( 90.6- 99.7) 9.6 ( 3.2- 21.0) 1.09 6.18 54.4 83.3
> -1.6827 98.2 ( 90.6- 99.7) 11.5 ( 4.4- 23.5) 1.11 0.15 Si.B 85.7
> -1.6673 98.2 ( 90.6- 99.7) 13.5 {( S.6- 25.8) 1.14 0.13 55.4 87.5
> -1.5429 96.5 ( 87.9- 99.5) 13.5 { S5.6- 25.8) 1.12 0.26 55.0 77.8
> -1.4419 96.5 ( 87.9- 99.5) 15.4 ( 6.%9- 28.1) 1.14 0.23 £5.6 80.0
> -1.39%03 94.7 { 85.4- 98.8) 15.4 { 6.9- 28.1) 1.12 0.34 55.1 72.7
> -1.273 94.7 ( 85.4- 98.8) 17.3 { 8.3- 30.3) 1.15 0.30 55.7 75.0
> —1.1619 94.7 ( 85.4- 98.8) 19.2 ( 9.6- 32.5) 1.17 0.27 56.2 76.9
> -1.1825 93.0 ( 83.0- 98.0) 19.2 { 9.6~ 32.5) 1.1S 0.36 $5.8 71.4
> -1.1791 93.0 ( 83.0- 98.0) 21.2 ( 11.1- 34.7) 1.18 0.33 6.4 73.3
> -1.0689 91.2 ( 80.7- 97.1) 21.2 ( 11.1- 34.7) 1.16 0.41 $5.9 68.7
> -1.0621 91.2 {( 80.7- 97.1) 23.1 ( 12.5- 36.8) 1.19 0.38 56.5S 70.6
> -1.0192 91.2 {( 80.7- 97.1) 25.0 { 14.0- 38.9) 1.22 0.35 $7.1% T72.2
> -1.0041 91.2 { 80.7- 97.1) 26.9 { 15.6- 41.0) 1.25 0.33 7.8 73.7
> -0.9502 91.2 ( 80.7- 97.1) 28.8 { 17.1- 43.1) 1.28 0.30 58.4 75.0
> -0.8458 89.5 ( 78.5- 96.0) 28.8 ( 17.1- 42.1) 1.26 0.36 58.0 71.4
> -0.8339 89.5 ( 78.5- 96.0) 30.8 { 18.7- 45.1) 1.29 0.34 58.6 72.7
> -0.8285 - 87.7 ( 76.3- 84.9) 30.8 ( 18.7- 45.1) 1.27 0.40 58.1 69.6
> -0.8253 87.7 { 76.3- 94.9) 32.7 ( 20.3- 47.1) 1.30 0.38 58.8 70.8
> -0.8237 87.7 ( 76.3- 94.9) 34.6 ( 22.0- 49.1) 1.34 0.35 59.5% 72.0
> ~0.8044 87.7 ( 76.3- 94.9) 36.5 ( 23.6- 51.0) 1.38 0.34 60.2 73.1
> -0.793S 87.7 ( 76.3- 94.9) 38.5 ( 25.3- S3.0) 1.43 0.32 61.0 74.1
> -0.7836 87.7 ( 76.3- 94.9) 40.4 ( 27.0- 54.9) 1.47 0.30 61.7 75.0
> -0.7431 87.7 ( 76.3- 94.9) 42.3 ( 28.7- 56.8) 1.52 0.29 62.5 75.9
> -0.7371 86.0 ( 74.2- 93.7) 42.3 ( 28.7- 56.8) 1.49 0.33 62.0 73.3
> -0.6841 86.0 ( 74.2- 93.7) 44.2 ( 30.5-~ 58.7) 1.54 0.32 62.8 74.2
> ~0.6759 B6.0 ( 74.2- 93.7) 46.2 ( 32.2- 60.5) 1.60 0.30 63.6 75.0
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Criterio Sens. (95% C.I.) Spec. (95% C.I.) +LR -LR +PV -PV
> ~0.6297 86.0 ( 74.2- 93.7) 48.1 ( 34.0- 62.4) 1.66 0.29 64.5 75.8
> -0.6205 86.0 ( 74.2- 93.7) 50.0 ( 35.8- 64.2) 1.72 0.28 65.3 76.5
> -0.6085 B6.0 ( 74.2- 93.7) 51.9 ( 37.6- 66.0) 1.79 0.27 66.2 77.1
> -0.5341 86.0 ( 74.2- 93.7) 53.8 ( 39.5- 67.8) 1.86 0.26 67.1 77.8
> -0.5077 86.0 ( 74.2- 93.7) 55.8 ( 41.3- 69.5) 1.94 0.25 68.1 78.4
> -0.503 86.0 ( 74.2- 93.7) 57.7 ( 43.2- 71.3) 2.03 0.24 69.0 78.9
> -0.4942 86.0 ( 74.2- 93.7) 59.6 ( 45.1- 73.0) 2.13 0.24 70.0 78.5
> -0.4548 84.2 ( 72.1- 92.5) 59.6 { 45.1- 73.0) 2.09 0.26 69.6 77.5
> -0.4346 82.5 { 70.1- 91.2) 59.6 { 45.1- 73.0) 2.04 0.29 €9.1 75.6
> ~0.4211 80.7 { 68.1- 89.9) $8.6 ( 45.1- 73.0) 2.00 0,32 68.7 73.8
> -0.3763 78.9 { 66.1~ 88.6) 59.6 ( 45.1- 73.0) 1.95 0.35 68.2 72.1
> ~0.201 78.9 { 66.1- 88.6) 61.5 ( 47.0- 74.7) 2.05 0.34 69.2 72.7
> -0.1764 78.9 ( 66.1- 88.6) 63.5 ( 49.0- 76.4) 2.16 0.33 70.3 73.3
> -0.1476 78.9 ( 66.1- 88.6) 65.4 ( S0.9- 78.0) 2.28 0.32 71.4 73.9
> ~0.1049 77.2 | 64.2- 87.2) 65.4 ( 50.9- 78.0) 2.23 0.35 71.0 72.3
> -0.0809 75.4 { 62.2- 85.9) 65.4 ( 50.9- 78.0) 2.18 0.38 70.5 70.8
> -0.0773 75.4 { 62.2- 85.9) 67.3 ( S2.9- 79.7) 2.2) 0.36 71.7 71.4
> -0.0323 73.7 { 60.3- B4.5) 67.3 { 52.9~ 79.7) 2.25 0.39 T 71.2 70.0
> -0.0007 71.9 { 58.5- 83.0) 67.3 { 52.9- 79.7) 2.20 0.42 70.7 68.6
> 0.007 71.9 ( 58.5- 83.0) 69.2 { 54.9- 81.3) 2.33% 0.42 71.9 69.2
> 0.0841 70.2 (.56.6- 81.6) 69.2 {.54.9- 81.3) 2.28 0.43 7 :71.4. ‘67.9:
> 0.085 68.4 ( 54.8- 80.1) 69.2 ( 54.9- B1.3) 2.22 0.46 70.9 66.7
> 0.1274 68.4 ( 54.8- 80.1) 71.2 { S6.9- 82.9) 2.37 0.44 72.2 67.3
> 0.139s 68.4 ( 54.8- 80.1) 73.1 ( 59.0- 84.4) 2.54 0.43 73.6 67.9
> 0.1475 68.4 ( 54.8- 80.1) 75.0 ( 61.1- 86.0) 2.74 0.42 75.0‘ 68.4
> 0.1672 68.4 ( S4.8- 80.1) 76.9 ( 63.2- 87.5) 2.96 0.41 76.5 69.0
> 0.1764 68.4 ( 54.8- 80.1) 78.8 ( 65.3- 88.9) 3.23 0.40 78.0 69.5
> 0.1803 68.4 ( 54.8- 80.1) 80.8 ( 67.5- 90.4) 3.56 0.39 79.6 70.0
> 0.1808 66.7 ( 52.9- 78.6} 80.8 ( 67.5- 90.4) 3.47 0.41 79.2 6€8.9
> 0.2017 64.9 ( 51.1- 77.1) 80.8 ( 67.5- 90.4) 3.38 0.43 78.7 67.7
> 0.2682 63.2 ( 49.3- 75.5) 80.8 ( 67.5- 90.4) 3.28 0.46 78.3 66.7
> 0.2761 63.2 ( 49.3- 75.5) 82.7 ( 69.7- 91.7) 3.65 0.45 80.0 67.2
> 0.3249 61.4 ( 47.6- 74.0) 82.7 ( 69.7- 91.7) 3.55 0.47 79.5 66.2
> 0.3445 59.6 ( 45.8- 72.4) 82.7 ( 69.7- 91.7) 3.45 0.49 79.1 €5.2
> 0.4091 57.9 ( 44.1- 70.9) 82.7 ( 69.7- 91.7) 3.35 0.51 78.6 64.2
> 0.476 57.9 ( 44.1- 70.9) B4.6 ( 71.9- 93.1) 3.76 0.50 80.5 64.7
> 0.4824 57.9 ( 44.1- 70.9) 86.5 ( 74.2- 94.4) 4.30 0.49 82.5 65.2
> 0.4969 57.9 ( 44.1- 70.9) 88.5 ( 76.5- 95.6) 5.02 0.48 84.6 65.7
> 0.5666 57.9 ( 44.1- 70.9) 90.4 ( 79.0- 96.8) 6.02 0.47 86.8 66.2
> 0.6639 57.2 ( 44.1- 70.9) 92.3 { 81.4- 97.8) 7.53 0.46 89.2 66.7
> 0,683 56.1 ( 42.4- 69.3) 92.3 ( 81.4- 97.8) 7.30 0.48 88.9 65.8
> 0.6877 $6.1 ( 42.4- 69.3) 94.2 ( 84.0- 98.7) 9.73 0.47 91.4 66.2
> 0.6934 54.4 ( 40.7- 67.6) 94.2 ( 84.0- 98.7) 9.43 0.48 91.2 65.3
> 0.7038 54.4 ( 40.7- 67.6) 96.2 { 86.8- 99.4) 14.14 0.47 93.9 65.8
> 0.7226 $2.6 ( 39.0- 66.0) 96.2 ( 86.8- 99.4) 13.68 0.49 93.8 64.9
> 0.8531 50.9 ( 37.3- 64.4) 96.2 ( 86.8- 99.4) 13.23 0.51 93.5 64.1
> 0.8868 49.1 ( 35.6- 62.7) 96.2 ( B6.8- 99.4) 12.77 0.53 93.3 63.3
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Criterio Sens. (95% C.I.) Spec. (95% C.I.) +LR -LR +PV -PV
> 0.9511 47.4 ( 34.0- 61.0) 96.2 ( 86.8- 99.4}) 12.32 0.55 93.1 62.5
> 0.9527 45.6 ( 32.4- 59.3) 96.2 ( 86.8- 99.4) 11.86 0.57 92.9 61.7
> 1.0734 43.9 ( 30.7- 57.6) 96.2 ( 86.8- 99.4) 11.40 0.58 92.6 61.0
> 1.116 42.1 ( 29.1- S5.9) 96.2 ( 86.8- 99.4) 10.95 0.60 92.3 60.2
3 > 1.1278 40.4 ( 27.6- 54.2) 96.2 ( 86.8- 99.4) 10.49 0.62 92.0 59.5
> 1.1707 38.6 ( 26.0- 52.4) 96.2 ( 86.8- 99.4) 10.04 0.64 91.7 58.8
> 1.1763 36.8 ( 24.5- 50.7) 96.2 ( 86.8- 99.4) 9.58 0.66 91.3 58.1
> 1.2415 35.1 ( 22.9- 48.9) 96.2 ( 86.8- 99.4) 9.12 0.68 90.9 57.5
> 1.267 33.3 ( 21.4- 47.1) 96.2 ( 86.8- 99.4) 8.67 0.69 90.5 s6.8
> 1.3195 31.6 ( 19.9- 45.2) 96.2 ( 86.8- 99.4) 8.21 0.71 90.0 56.2
> 1.3976 29.8 ( 18.4- 43.4) 96.2 { 86.8- 99.4) 7.75 0.73 89.5 55.6
10 > 1.4368 28.1 ( 17.0- 41.5) 96.2 ( 86.8- 99.4) 7.30 0.75 88.9 54.9
> 1.4579 26.3 ( 15.5- 39.7) 96.2 ( 86.8- 99.4) 6.84 0.77 88.2 54.3
> 1.4781 24.6 ( 14.1- 37.8) 96.2 ( 86.8- 99.4) 6.39 0.78 87.5 s3.8
> 1.6158 22.8 ( 12.8- 35.8) 96.2 | 86.8- 99.4) 5.93 0.80 86.7 53.2
> 1.6423 212.1 ( 12.4- 33.9) 96.2 [ 86.8- 99.4) 5.47 0.82 85.7 52.6
> 1.6559 19.3 ( 10.1- 31.9) 96.2 ( 86.8- 99.4) 5.02 0.84 84.6 52.1
> 1.7477 17.5 { 8.8~ 29.9) 96.2 ( B86.8- 99.4) 4.56 0.86 83.3 51.5
> 1.7524 17.5 ( 8.8- 29.9) 98.1 ( B89.7- 99.7) 9.12 0.84 90.9 52.0
> 1.7628 17.5 ( 8.8- 29.9) 100.0 { 93.1-100.0) 0.82 100.0 52.5
> 1.8054 ° 1S5.8 ( 7.5°27.9) " 100.0 { 93.1-100.0) 0,84, 2730000 S2:07 )
> 1.8153 14.0 ( 6.3- 25.8) 100.0 { 93.1-100.0) 0.86 100.0 51.5
> 1.8787 12.3 ( S.1- 23.7) 100.0 ( 93.1-100.0) 0.88 100.0 51.0
> 2.1994 10.5 ( 4.0- 21.5) 100.0 ( 93.1-100.0) 0.89 100.0 50.5
> 2.4311 8.8 ( 2.9- 13.3) 100.0 { 93.1-100.0) 0.91 100.0 50.0
> 2.472 7.0 { 2.0- 17.0) 100.0 { 93.1-100.0) 0.93 100.0 49.5
> 2.5544 5.3 ( 1.2- 14.6) 100.0 ( 93.1-100.0} 0.95 100.0 49.1
> 2.5595 3.5 ( 0.s- 12.1) 100.0 ( 93.1-100.0) 0.96 100.0 48.6
> 2.8088 1.8 ( 0.3- 9.4) 100.0 { 93.1-100.0) 0.98 100.0 48.1
> 3.6467 0.0 ( 0.0- 6.3) 100.0 { 93.1-100.0) 1.00 47.7
Sens. = Sensibilidad
Spec. = Especificidad
+LR = Relacién de probabilidades de resultados positivos
-LR = Relacién de probabilidades de resultados negativos
+PV = Valor predictivo positivo
-PV = Valor predictivo negativo
95% C.I. = Intervalo de confianza del 95 %
Tabla 7: Datos correspondientes a la curva ROC de la Fig.9. El modelo de estimacion de probabilidades
maximas se describe en las Tablas 8 y 9
Tabla 8:
Parametro DF | Estimado | Error (tipico) | Chi-Cuadrado (Wald) | Pr> ChiSq
Ordenada origen 1 -2,3860 1,7461 1,8673 0,1718
Log PU ANX tot 1 -0,4747 0,1394 11,5908 0,0007
Log PSA Ini 1 3,2942 1,0198 10,4343 0,0012

Tabla 8: Salida de SAS condensada para el modelo logit que conduce a comb.var.anx.psa 2: Analisis de
estimaciones de probabilidad maxima

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2362512713

Tabla 9:

Efecto Estimacion (puntos) Confianza (95 %) | Limites
log PU ANX tot | 0,622 0,473 0,818
log PSA ini 26,956 3,652 198,934

Tabla 9: Salida de SAS condensada para el modelo logit que conduce a comb.var.anx.psa 2: Estimaciones de
relaciones impares.

Figura 1:

Caracterizacion del antisuero policlonal de conejo anti anexina A3 por transferencia Western blot. (A) transferencia
Western blot de un gel de SDS 1-D. Pista 1: marcadores del peso molecular Magic Mark (de Invitrogen) 3 pl por
pista, proporciona unas masas en kDa de 120, 100, 80, 60, 50, 40, 30 y 20. Las pistas de repeticiones contienen 15
Mg de un extracto de proteina tisular entera procedente de una prostata con cancer (pistas 2-4) y de una prostata
benigna (pistas-5-7) procedentes del paciente 29. El filtro fue incubado usando un suero policlonal anti anexina 3
(1:20.000). Las pistas 1-7 muestran una copia en blanco y negro de una imagen en color falso de una sefal
procedente de todo el filtro. El inserto encasillado (pistas 1’ y 2’) muestra la copia en blanco y negro de una
representacion en un Unico color de las pistas 1 y 2. Se indican las posiciones de las bandas de anexina A3 y de
anexina 6 resumida. (B) 2D-PAGE. La transferencia Western blot de 100 pug de un extracto de proteinas procedente
de la muestra con cancer del paciente 29 muestra la distribucién de proteinas con reactividad cruzada con respecto
al suero policlonal. La identidad de tres manchas de anexina A3 mas intensas fue confirmada por PMF MALDI-TOF
(no se muestran los datos), las mas intensas de las cuales corresponden a la mancha de proteina detectada en
nuestros analisis proteémicos.

Figura 2:

Inmunohistoquimica de una anexina A3: una inmunorreactividad de una anexina A3 del suero policlonal anti anexina
A3 (dilucién: 1:100) fue encontrada en las células epiteliales de A) un tejido de prostata benigna. Se tifieron las
células epiteliales y cancerosas en B) una neoplasia intraepitelial prostatica cribriforme (PIN acrénimo de prostatic
intraepithelial neoplasis) y en C) un tejido con cancer. Se observd también un nivel elevado de localizacion
extraepitelial difusa.

Figura 3.

Cuantificacion del borrén de transferencia Western blot de una anexina A3 en sedimentos de orina exprimida,
obtenidos después de un masaje prostatico de pacientes con cancer. Las secciones superiores muestran la sefial de
anexina A3 quimioluminiscente procedente de proteinas en borrén transferido. Las secciones inferiores muestran la
proteina cargada tefiida con Ponceau S (“proteina”). Cada gel contiene una escalera de pesos moleculares (M) asi
como duplicados de 7,5 ug del material lisado de proteina celular total procedente de un tumor de préstata que
contiene anexina A3 como un testigo positivo (+C).

Figura 4:
Cuantificacion del borrén de transferencia Western blot de una anexina A3 en sedimentos de orina exprimida,
obtenidos después de un masaje prostatico de pacientes con BPH. Otros detalles siguen a la fig. 3.

Figura 5:
Cuantificacion por borron de transferencia Western blot de una anexina A3 en un sedimento de orina exprimida,
obtenida después de un masaje prostatico de pacientes testigos no cancerosos. Otros detalles siguen a la fig. 3.

Figura 6:

Unas sefiales normalizadas de una anexina A3, procedentes de sedimentos celulares de una orina de pacientes a
continuacién de un masaje de la prostata, como se muestra en las fig. 3 hasta 5. Los valores para una anexina A3,
procedentes de diferentes geles, estan normalizados en unidades arbitrarias de 7,5 ug del material lisado de
proteina celular total procedente de un tumor de préstata (PR-26CA) que contiene una anexina A3 como un testigo
positivo en cada una de las Figuras 3 hasta 5.

Figura 7:

Relacion de los contenidos de anexina A3 entre sobrenadantes tratados con EDTA y sedimentos celulares de
muestras de orina exprimida de pacientes a continuacion de un masaje prostatico (material de paciente adicional, no
contenido en la fig. 6), a.u. significa unidades arbitrarias.

Figura 8:
Curva ROC - Proceso 1 de Dos Etapas
“Use U_ANX tot si 2,5 < PSA _ini < 12, en otro caso la decisién que parezca mas evidente”
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Leyendas:

VARIABLE = IF(PSA_ini<2,5; 100000;IF(PSA_ini<=12;u_anx_tot;0)) twostepvar1
VARIABLE PARA CLASIFICACION: PCa

GRUPO POSITIVO: PCa =1

Tamano de la muestra = 137

GRUPO NEGATIVO: PCa=0

Tamano de la muestra = 101

Prevalencia de la enfermedad (%) = 57,6

Area bajo la curva ROC = 0,740

Error tipico = 0,33

Intervalo de confianza de 95 % (= 0,679 hasta 0,794
P (Area = 0,5) < 0,0001

Fig. 9
Curva ROC - T Comb.var.anx.psa 2

= -2,386 + 3,294 log(1+PSA_ini) - 0,475 log(1+PU_ANX tot)

Leyendas:

Seleccionar: AND(PSA _ini>=2;PSA_ini<=6)

Variable de clasificacion: PCa

Grupo positivo: PCa = 1, tamafio de la muestra = 57
Grupo negativo: PCa = 0, tamario de la muestra = 52
Prevalencia de la enfermedad (%) = 52,3

Area bajo la curva ROC = 0,791

Error tipico = 0,043

Intervalo de confianza de 95 % = de 0,703 hasta 0,863
P (area =0,5) < 0,0001

Ejemplos
Aunque el presente invento se describe con mayor detalle con referencia a los Ejemplos, el presente invento no esta
limitado de ninguna de las maneras a Estos ejemplos.

Ejemplo 1:

Tratamiento de una orina después de un masaje prostatico:

Una orina exprimida procedente de masaje prostatico se obtuvo a partir de pacientes que estan siendo sometidos a
examen clinico, después de que el escrutinio en cuanto a las abundancias del antigeno especifico de la préstata
(PSA) en sangre hubo indicado un riesgo elevado de cancer. 47 ml de la orina obtenida a continuacion de un
vigoroso masaje de la prostata mediante introduccion de un dedo en el recto, se afiadieron a 3 ml de EDTA 0,5 M,
de pH 8, previamente enfriados a 0°C, y se enfriaron inmediatamente a 0°C. Si el volumen de orina era < 47 ml, el
volumen se completd con una solucion salina tamponada con fosfato (PBS acrénimo de Phosphate Buffered Saline))
enfriada por hielo. Las muestras enfriadas fueron centrifugadas a 3.000 rpm (revoluciones por minuto) a 0°C durante
30 minutos para crear un sedimento celular. Se retiraron unas partes alicuotas de 1 ml del sobrenadante, se
congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta el uso. Los sedimentos celulares fueron
suavemente resuspendidos en 2 ml de una PBS enfriada por hielo y transferidos a unos tubos de Eppendorf sobre
hielo, lo que fue seguido por una centrifugacién a 12.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante, y
el sedimento se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta el uso.

Ejemplo 2:

Transferencia Western

Unos geles de SDS-PAGE para transferencia Western se prepararon usando un aparato de BioRad-Mini gel y
12 % de geles de poliacrilamida Tcon espaciadores de 1 mm y 15 pocillos, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El anti-anexina A3 (anexina A3) era el mismo anticuerpo que se describe mas adelante. Se diluyo a
1:20.000. La proteina GST - anexina A3 recombinante fue adquirida de Abnova Corporation (#ABV 0040710002;
Lote: TO4G01-ANNEXINAS3, 0,05 ug/ul, 61 kDa). La fijacion del anticuerpo fue visualizada con una IgG anti-
conejo de cabra (Sigma A 3937, lote n® 121K9151) diluido a 1:1.000, usando el método de deteccion por ECL (de
Pierce) y un detector de quimioluminiscencia basado en una camara CCD DIANA Ill (de Raytest,
Straubenhardt, Alemania). Un suero policlonal de conejo contra una anexina A3 recombinante
expresada en bacterias, exhibe una especificidad primaria para una anexina A3 y alguna reactividad
cruzada para una anexina AG.
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Ejemplo 3:

Inmunohistoquimica:

La inmunohistoquimica se realizdé con secciones de tejido con parafina 5 ym que empleaban un suero policlonal anti
anexina A3 de acuerdo con un protocolo clasico de inmunohistoquimica con peroxidasa de rabano picante, usando
el estuche Zymed PicTure PLUS kit (Broad Spectrum, DAB, Zymed, Sur de San Francisco, CA). Después de tefiir
inmunitariamente se contratifieron unas secciones con una solucién de hematoxilina de Gill (de Sigma).

Ejemplo: Estudio quimico usando la orina exprimida de 250 pacientes

Los niveles de anexina A3 se determinaron en la orina exprimida de pacientes clinicos, que se habian diagnosticado
o bien como positivos o0 como negativos en cuanto a la presencia de un cancer de prostata (PCa). Se examinaron
una diversidad de parametros adicionales, tales como los niveles del antigeno especifico de la prostata (PSA) en la
sangre, y otras variables que se enumeran seguidamente.

La recogida de las muestras fue como se realizé para el Ejemplo 1, pero sin la adicion de EDTA a la orina. A
continuacién de un masaje de prostata, todo el volumen de orina exprimida se recogié y registr6. Se realizd
inmediatamente un ensayo Combur-10-Test® (de Roche Diagnostics, n° de catalogo 11 203 479) en una parte
alicuota de la orina para registrar el peso especifico, el pH, el recuento de leucocitos y los niveles de nitrito,
proteinas, glucosa, cetonas, urobilinégeno, bilirrubina y eritrocitos. Luego, la orina fue centrifugada a la temperatura
ambiente durante 15 min a 1.000 x g. El sedimento celular y el sobrenadante de este sobrenadante fueron
manipulados por separado. Después de haber retirado las ultimas trazas del sobrenadante, el sedimento se volvi6 a
suspender en 1 ml de una solucién salina tamponada con fosfato, enfriada por hielo, y se congelé en nitrégeno
liquido o sobre CO» congelado. Se congelaron similarmente unas partes alicuotas separadas de 2 x 1,8 ml y hasta 2
x 50 ml del sobrenadante.

Las muestras proteinicas congeladas se descongelaron, y se afiadieron 1/100 volumenes de desoxi-colato al 2 %,
seguido por un tratamiento con vortice y luego por una adicién de 1/10 voliumenes de acido tricloroacético, un
tratamiento con vortice y una incubacién durante 10 minutos a 0°C. Esto fue seguido por una centrifugacion a 10.000
x g durante 15 min a 4°C para precipitar las proteinas. El sobrenadante se retir6 y el sedimento se lavo tres veces
con acetona al 80 % enfriada por hielo tratando enérgicamente con vortice al sedimento, con el fin de eliminar por
completo el TCA remanente, seguido por una centrifugacion renovada a 10.000 x g igual que antes, después de
cada lavado. Después de la centrifugacion final, el sobrenadante se retiré y el sedimento se dejo secar al aire
durante 2 minutos, prestando atencion a no deshidratar por completo el sedimento. Los sedimentos se volvieron a
suspender en un tampoén de muestra XT hirviendo (tampén 1x XT: 141 mM de la base de Tris; 106 mM de Tris-HCl;
2 % de SDS; BPB; pH aproximadamente 8,5; 50 mM de DTT; 35 % de glicerol).

La concentracién de proteinas de cada muestra se estimo cargando unos volumenes definidos de cada muestra en
un gel de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (dodecil sulfato de sodio) (= SDS-PAGE) unidimensional,
(Criterion XT-precast gel: de Biorad, numero de catalogo 345-0119, numero de lote CX 070706 B”) que contenia una
dilucién en serie de cantidades calibradas de proteinas de rata procedentes de materiales lisados de células
hepaticas enteras y se sometio a electroforesis en un dispositivo para electroforesis BioRad Criterion de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El gel fue tefiido usando Sypro Ruby de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Dicho brevemente, los geles fueron fijados 2 x (veces) durante 30 min en una solucién acuosa que contenia 50 % de
metanol, 7% de acido acético, seguido por una tincién durante la noche en una solucion de Sypro Ruby (de
Molecular Probes, n® S2001). Los geles fueron lavados durante 30 min en 10 % de metanol, 7 % de acido acético y
luego 2 x durante 5 min en agua. La tinciéon de proteinas con Sypro Ruby fue cuantificada con un reproductor de
imagenes digitales, basado en CCD Diana Ill (de Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Straubenhard Alemania: filtro
Sypro, 605 nm).

La intensidad de tincién de proteinas de unas pistas de gel tefiidas con Sypro Ruby se comparé entre proteinas
patrones y muestras de orina de pacientes. Para los sobrenadantes se usé la pista entera para la determinacion.
Para muestras de sedimentos de orina sélo se consider6 el area de la pista que estaba por debajo de la banda de
uromodulina dominante, dando como resultado una “concentracién de proteinas corregida por uromodulina”.

Los niveles de anexina A3 y de lipocalina asociada con gelatinasa de neutrofilos (NGAL, acrénimo de neutrophil
gelatinase associated lipocalin, SWISSPROT numero de acceso P80188, un marcador para neutréfilos) en cada
muestra fueron cuantificados cargando unas cantidades normalizadas de proteinas en geles de SDS-PAGE, en que
cada gel contenia tres pistas repetidas de 2 ug de un extracto normalizado de proteinas procedente de un linaje de
células de cancer de préstata humano PC3, que contenia una cantidad de referencia conveniente tanto de anexina
A3 como de NGAL. Las proteinas procedentes de estos geles fueron sometidas a una transferencia Western sobre
unas membranas de PVDF poli(fluoruro de vinilideno) de acuerdo con métodos clasicos durante 1,5 h a un voltaje
constante de 15 V y con un limite de 3 mA/cm?.
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Los sitios no especificos de fijacion de proteinas sobre membranas sometidas a la transferencia se bloquearon por
incubacion durante 2 h con suave sacudimiento en un TBS (175 mM de NaCl, 3,5 mM de KCI, 20 mM de Tris, pH
7,4) que contenia 5 % de polvo de leche seca, vuelto a disolver. Los anticuerpos primarios fueron afadidos de
manera especifica para una anexina A3 (dilucion a 1:20.000, anti anexina A3 humana de conejo policlonal) o NGAL
(diluciéon a 1:500, anti-lipocalina humana, policlonal, procedente de una cabra, R&D Systems, n° AF1757, lote
JBH025051). Después de una incubacion a la temperatura ambiente durante 2 h, el tampdn se retird, se lavo
tres veces durante 10 min con TBS y luego se incubd con los apropiados respectivos segundos anticuerpos
contra IgG de conejo (IgG anti-conejo de cabra, previamente absorbida con IgG humana y con IgG de raton,
se acopla a una peroxidasa de rabano picante. Santa Cruz, n® sc-2054 n° de lote G2005. dilucion a 1:5.000)
o con IgG de cabra (anti IgG de cabra, procedente de un conejo, previamente absorbida con IgG humana y
con IgG de ratén, acoplada a peroxidasa de rabano picante. Santa Cruz Biotechnology #lote sc-2922
#C1405, dilucion a 1:5000). Se midié una quimioluminiscencia intensificada (ECL, acronimo de Enhanced
chemiluminescence) después de la adicion de Super Signal West Dura, de Pierce (0,1 ml/cm?).

Los valores de las sefiales de NGAL o de anexina A3 fueron normalizados con respecto a la sefial media
procedente de cada una de las tres pistas de PC3 de referencia en cada gel, y los valores normalizados de
anexina A3 o de NGAL fueron usados para el analisis estadistico. A partir de estos valores, se calcularon los
niveles de ambas proteinas en relacion con el volumen absoluto de las muestras, y también se normalizaron
para la concentracién de proteinas. Estos valores fueron calculados por separado para el sedimento y el
sobrenadante, asi como para la relacién de sedimento : sobrenadante. Los parametros que se habian
correlacionado con un cancer y comparado con valores de PSA estan recopilados en la Tabla 2.

Los parametros clinicos registrados incluian los niveles de PSA en sangre, los niveles de PSA libre total y los
niveles de PSA convertido en complejo, asi como una evaluacion histolégica de unas biopsias de tejido de
prostata, que se obtuvieron a continuacién de una donacién de orina exprimida, durante el curso de un
examen rectal digital (DRE, acronimo de digital rectal examination) clasico. En los casos en los que unos altos
niveles de PSA y DRE en suero indicaron la necesidad de una prostatectomia, la evaluacién histolégica se
realizd en ese material sin ninguna previa biopsia.

Los anteriores parametros de datos se incluyeron en el andlisis estadistico, que incluia también datos clinicos
registrados en el hospital. Las biopsias de préstata o la prostatectomia se obtuvieron de todos los pacientes,
y el profesional clinico hizo un diagnéstico de positivo o negativo para un PCa basandose en el examen
histologico de dicho tejido. Los niveles de PSA en sangre se obtuvieron también de acuerdo con practicas
clinicas normalizadas. La U.S. Food and Drug Administration (FDA) [Administracién de Alimentos y Farmacos
de los EE.UU.] ha aprobado el ensayo de PSA para un escrutinio anual del cancer de préstata en seres
humanos con una edad de 50 afios y mas. Unos niveles de PSA entre 4 y 10 ng/ml (nanogramos por mililitro)
son considerados sospechosos y deberian ser vigilados por una reproduccién en imagenes de ultrasonidos
del recto y, si fuese indicada, una biopsia. EI PSA es propenso a falsos positivos y a falsos negativos. Un
cancer de préstata detectado por biopsia, incluyendo canceres de alto grado, no es raro entre varones con
unos niveles de PSA de 4,0 ng/ml o menos - que se cree generalmente que estan dentro del intervalo normal.

El conjunto de datos se compone de archivos de datos procedentes de 250 pacientes. Unos valores iniciales
de PSA estaban disponibles en 243 de los 250 pacientes y faltaban para 7 pacientes. Ademas, dos de los
ultimos siete pacientes y otros cinco pacientes carecian de los resultados histoldgicos de la biopsia (cancer
de proéstata si/no). Por lo tanto, todos los resultados aqui presentados usan solamente los datos en aquellos
243 pacientes cuyo estado de PCa es conocido: 140 pacientes con diagnéstico positivo y 103 con diagndstico
negativo de PCa. En las Figuras 8 y 9, se presentan las curvas de Receiver Operating Characteristic (ROC =
caracteristica de rendimiento diagndstico) generadas usando los resultados clinicos, se presentan usando los
valores inversos para todas las curvas ROC distintas que para el PSA; es decir, se observé que las areas
bajo las curvas ROC se correlacionaban con unos valores de PSA mas altos en pacientes de cancer, y con
una mas baja sefal media de anexina A3 medida para pacientes con cancer.

El area bajo la curva ROC (AUROC, acrénimo de area under the ROC curve) para PSA era de 0,684, que es
significativamente diferente de una AUROC de 0,5, pero algo artificialmente alta debido al reclutamiento de
pacientes en clinicas participantes, (tal como conoce cualquier experto en el sector). Sin embargo, nosotros
observamos que nuestro colectivo de pacientes tenia una proporcion desusadamente alta de pacientes de
cancer (57 %) puesto que algunos de los pacientes habian sido examinados por nuestros profesionales
clinicos de ensayo después de haber proporcionado unas altas lecturas de PSA en otros centros. Los valores
de AUROC para las variables individuales basadas en anexina A3, que se midieron, estan en el mismo
intervalo (el maximo es alcanzado por PU_ANX_tot, AUROC 0,666; datos que no se muestran) y también son
significativamente diferentes de 0,5. Por lo tanto, una anexina A3 se podria usar también para reemplazar por
completo al PSA, a causa de que en la crucial zona de color gris del PSA (2-6 ng/ml y 4-20 ng/ml) una
anexina A3 ofrece considerables ventajas (véanse las curvas ROC 0,78 y 0,791 en las Tablas 4-6) con altas
especificidades y sensibilidades aceptables, y muestra un rendimiento global similar, considerando todo el
intervalo entero de valores de PSA.
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No habia seleccion previa para una anexina A3 en nuestra seleccion de pacientes, y no habia ninguna correlacion
entre los valores de anexina A3 y los valores de PSA, indicando que la expresion/secrecion de anexina A3 y la
entrada de PSA en el torrente sanguineo son reguladas por mecanismos separados. Nosotros no hemos observado
ninguna correlacion entre los niveles o bien de PSA o de anexina A3 con la edad de un paciente. Presumiblemente,
la alta proporcion de pacientes positivos en cuanto a un cancer, algunos de los cuales habian sido seleccionados
previamente sobre la base de unos valores de PSA sospechosamente altos medidos en otros centros, trastorna la
esperada abundancia mas alta de los niveles de PSA que podria esperarse con una edad creciente. Sin embargo,
puesto que no habia sido seleccionada previamente una anexina A3, hemos sacado la conclusiébn de que sus
niveles no estan probablemente relacionados con la edad.

Se pone un énfasis particular sobre el analisis estadistico de la subpoblacidon de pacientes con unos valores iniciales
de PSA situados en el intervalo de 2 ng/ml a 6 ng/ml. De nuevo, los siete valores de AUROC para los parametros
individuales medidos son significativamente diferentes de 0,5, aunque solamente 57 pacientes con PCa y 52
pacientes que no tienen PCa cumplen el criterio de PSA que define a la subpoblacién. En contraste con los
resultados globales, el AUROC de PSA_ini no es mas larga que la mayor, pero esta superado por cinco de los seis
valores de AUROC de las variables basadas en anexina A3 (siendo P_ANX_ug la unica excepcion). El mas alto
valor de AUROC, 0,735, es alcanzado por PU_ANX_tot.

Junto al intervalo de PSA de 2 ng/ml - 6 ng/ml, el intervalo de PSA de 2,5 ng/ml - 12 ng/ml tiene un interés
especial: En esta subpoblacion el PSA_ini propiamente dicho se comporta mal (AUROC 0,580), mientras que el
U_ANX_tot se comporta como el mejor (AUROC 0,693). Por lo tanto, este intervalo de PSA parece ser apropiado
pata averiguar las caracteristicas del siguiente proceso de dos etapas, que es presentado por la via de una
demostracion metodoldgica.

En la primera etapa, los pacientes son asignados a una de tres clases dependiendo de su valor inicial de PSA:

PSA_ini < 2,5 — un bajo riesgo de PCa,

PSA_ini > 12 — un alto riesgo de PCa,

PSA_iniin [2,5, 12] — la aplicacion de un ensayo basado en U_ANX_tot como una segunda etapa, que decide
si son indicados unos procesos invasivos de diagnostico.

(Los primeros dos casos son citados como la “la decisién mas evidente” en el encabezamiento de la Fig 8).

Este proceso de dos etapas es incorporado luego dentro de una unica variable, aqui denominada twostepvar1,
definiendo

[ 100.000, si PSA_ini<2,5
twostepvar1 : =4 U_ANX_tot,  si PSA_ini € [2,5, 12]
Lo, si PSA_ini > 12.

Unos bajos valores de U_ANX_tot indican un riesgo aumentado de cancer de prostata y unos altos valores indican
un riesgo mas bajo. El valor 100.000 es escogido con el fin de asegurar que siempre sea mayor que el mas alto de
los U_ANX_tot, realmente medidos. Las caracteristicas de twostepvar1 pueden observarse en la Figura 8. (La
constancia de twostepvar1 para unos valores de PSA _ini situados por debajo de 2,5 y mas alla de 12 da lugar a que
la curva ROC comience y termine con un segmento de linea observablemente recta). El AUROC de 0,740 es desde
luego diferente, de manera altamente significativa, de 0,5. Ademas, una comparacién con el convencional ensayo de
PSA es esclarecedora: Por ejemplo, el criterio “PSA_ini > 4” conduce - en este conjunto de datos de analisis - a una
sensibilidad de 80,3 % y a una especificidad de 49,5 %. La misma sensibilidad, 80,3 %, es obtenida usando el
criterio “twostepvar1 < 450", pero ahora se consigue una especificidad de 57,4 %.

El ejemplo de la Fig. 8 demuestra los principios de unos valores de AUROC escalonados que confian en diferentes
mediciones (valores de PSA o de anexina A3) dependiendo del nivel de PSA. Estos principios, tal como resultara
evidente para los expertos, son los mismos que se usan en varios ensayos presentados en las Tablas 4-6, y que
proporcionan mas altos valores de AUROC. Las excelentes caracteristicas de prediccion de un cancer de las
variables de anexina A3 en pacientes con niveles intermedios de PSA en suero, son evidenciadas ademas
considerando las multiples variantes basadas en una anexina A3 para pacientes con unos valores intermedios de
PSA.

De acuerdo con los métodos y las estrategias que se han demostrado anteriormente, el analisis de una curva ROC
fue realizado para los parametros mostrados en las Tablas 3-6.

Adicionalmente a estas variables, el andlisis de la curva ROC se realizé usando los siguientes parametros
generados por un andlisis de regresion logica.
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anx.comb.var esta basado en un analisis de regresion logica usando los U_ANX ug y U_ANX_tot combinados
como variables de acuerdo con la siguiente relacion.
= 4,463 + 2,906 log(1+U_ANX_ug) - 0,790 log(1+U_ANX_tot)

comb.var.anx.psal esta basado en un analisis de regresion légica usando los PSA_ini y U_ANX_tot combinados
como variables de acuerdo con la siguiente relacion.
= 0,254 + 1,046 log(1+PSA_ini) - 0,342 log(1+PU_ANX_tot)

comb.var.anx.psa2 esta basado en un anadlisis de regresion logica usando los PSA ini y PU_ANX_tot
combinados como variables de acuerdo con la siguiente relacion.
= 2,386 + 3,294 log(1+PSA_ini) - 0,475 log(1+PU_ANX_tot)

Mientras que unos valores de PSA extremadamente bajos o extremadamente altos proporcionan una asignacion
relativamente confiable en cuanto al estado con cancer o no canceroso, los resultados de las Tablas 4-6 demuestran
con claridad que diversas combinaciones de parametros basados en anexina A3 sobrepasan al PSA para valores
intermedios de PSA. Por lo tanto, la medicién de niveles de anexina A3 en sobrenadantes o sedimentos de orina
exprimida, incluyendo preferiblemente las relaciones de sobrenadante a sedimento, proporcionan una confiabilidad
mejorada del diagndstico.

Para demostrar la utilidad de estos resultados, la curva ROC para comb.var.anx.psa2 es presentada con detalle en
la Fig. 9 y en la Tabla 7. Esta curva ROC esta basada solamente en pacientes con unos valores de PSA
comprendidos entre 2 ng/ml y 6 ng/ml, y proporciona un valor de AUROC altamente significativo de 0,791 a pesar
del uso de solamente 109 pacientes en este intervalo para el analisis. Ademas, esta curva ROC exhibe un salto
extremadamente pronunciado en cuando a la sensibilidad (fraccion positiva verdadera), en relaciéon con la
especificidad (fraccion negativa verdadera), que es bastante ventajosa en lo que se refiere al valor predictivo. Por
ejemplo, con un nivel de sensibilidad de 54 %, la especificidad es de 96 % (Fig. 9, Tabla 7). La curva ROC
axn.comb.var. tenia unas caracteristicas similares, teniendo, con una sensibilidad de 38 %, una especificidad de
91 % (AUROC 0,78) para el intervalo de PSA de 4 ng/ml a 10 ng/ml. Los datos que aqui se describen demuestran
de una manera convincente que una anexina A3 es un marcador nuevo y potente para un cancer de préstata, que es
especialmente potente en aquellos pacientes en los que los valores de PSA son los menos confiables.

Tomado conjuntamente, el tercer estudio amplio, que era doble ciego y de multiples centros, mostré que la lectura
de diagnéstico mas robusta y significativa estadisticamente era la cantidad de anexina A3 en sobrenadantes de
orinas exprimidas después de un masaje prostatico, que se han obtenido mediante un proceso clinico clasico (DRE)
debido para potenciales pacientes de cancer de préstata con una clasica centrifugacion a baja velocidad. Esto es
muy favorable puesto que permite un acceso directo a un ELISA basado en otros ensayos basados en otros
anticuerpos sin ninguna previa solubilizacion de las muestras sedimentadas (peligro de interferencia por
detergentes, sales, agentes quimicos etc.). Esta cantidad de anexina A3 en los sobrenadantes esta correlacionada
inversamente con un cancer, en casos no cancerosos, las cantidades de anexina A3 son mas altas, con ciertas
indicaciones de que un perfilamiento adicional y secuencial de casos no cancerosos puede incluso mejorar el valor
de diagndstico global.

Los resultados estan completamente en linea con los primeros dos estudios, que eran mas pequefios y en algunos
aspectos incompletos en lo que concierne a la recogida de las muestras y al control de las muestras. El primer
estudio incluia solamente sedimentos (Figura 6), aunque no obstante aqui se encontrd la correlacion inversa para
pacientes de cancer. En este estudio se incluyé un grupo de voluntarios sanos, lo cual no ocurria para los
subsiguientes estudios. Durante el segundo estudio, que tiene en cuenta una anexina A3 de sobrenadante y una
anexina A3 de sedimento (aunque con unos numeros de muestras que eran demasiado pequefios para llegar a unas
soluciones estadisticamente significativas), habia una tendencia a unas mas altas relaciones de sobrenadante a
sedimento en pacientes de cancer en comparacion con una BPH y otros casos no cancerosos. Esto esta
perfectamente en linea con los estudios primero y tercero, puesto que evidentemente las bajas cantidades de
anexina A3 en los sedimentos se combinan en pacientes de cancer por una cantidad ligeramente mayor de anexina
A3, para relaciones mayores (Figura 7). En casos no cancerosos (tales como p.ej. BPH, fibrosis y otros),
evidentemente en total las cantidades de anexina A3 considerablemente mas altas en los sedimentos y los
sobrenadantes se combinan en relaciones globales mas bajas. La robustez de la sefial de anexina A3 en los
sobrenadantes proporciona una lectura ventajosa experimental y clinicamente y una lectura de diagnéstico facil.
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REIVINDICACIONES

1. Método para diagnosticar un cancer de prostata con el fin de discriminar entre un tejido de préstata canceroso y
otro no canceroso, que comprende las etapas separadas de

- determinar la abundancia de por lo menos una proteina anexina A3 intracelular y/o

- determinar la abundancia de por lo menos una proteina anexina A3 extracelular,

usando unas muestras de orina o unas fracciones de las mismas en las que se observan unos mas bajos niveles de
una anexina A3 en el estado canceroso, en el que las muestras de orina o las fracciones de las mismas se obtienen
a partir de una orina exprimida.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la abundancia de una proteina anexina A3 es
determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos una anexina.

3. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado porque la abundancia de una proteina anexina
A3 es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos una proteina adicional tomada del grupo que
consiste en el amiloide P de suero, la isopeptidasa T, la proteina de fijacion de acidos grasos de tipo muscular, la
galectina 1, la proteina de choque térmico 90, una BiP, la proteina disulfuro isomerasa, la proteina de fijacion de
acidos grasos de tipo epidérmico, la enoil coenzima A hidratasa y la nucleofosmina.

4. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 3, caracterizado porque la abundancia de
una proteina anexina A3 es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos una proteina adicional
tomada del grupo que consiste en la familia 14-3-3, un proteasoma, la subunidad 2 de activador, la familia de las
citoqueratinas, la proteina KNP-I alfa y la proteina KNP-I beta.

5. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 4, caracterizado porque la abundancia de
una proteina anexina A3 es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos un marcador en sangre
0 suero.

6. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque la abundancia de
una proteina anexina A3 es determinada conjuntamente con la abundancia de por lo menos un marcador de células
epiteliales.

7. Método de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque una anexina A8 se usa como otra proteina
anexina.

8. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 7, caracterizado porque las muestras de
orina o fracciones de las mismas son sometidas a un proceso de separacién antes de determinar la abundancia de
una anexina A3 o de por lo menos una proteina anexina para proporcionar sedimentos celulares y sobrenadantes.

9. Método de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque los sedimentos se usan para determinar la
abundancia intracelular de una anexina A3 o de por lo menos una proteina anexina.

10. Método de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque los sobrenadantes se usan para determinar la
abundancia extracelular de una anexina A3 o de por lo menos una proteina anexina.

11. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 10, caracterizado porque se afiade por
lo menos un agente quelador de cationes, particularmente EDTA y/o EGTA, antes de determinar la abundancia de
una anexina A3 o de por lo menos una proteina anexina.

12. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 11, caracterizado porque la abundancia
de la proteina es determinada mediante métodos inmunohistoquimicos.

13. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 12, caracterizado porque las muestras
de orina exprimida o las fracciones de las mismas son recuperadas subsiguientemente a un masaje de prostata.

14. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 13, caracterizado porque las muestras
de orina o las fracciones de la misma son purificadas.

15. Método de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 14, caracterizado porque se usan
muestras o fracciones de las mismas de una orina obtenida por la mafiana.

16. Métodos de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 a 12, en los que los niveles de anexinas se
miden adicionalmente en las heces o en las células epiteliales del tracto intestinal.
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17. Métodos de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 12 y 16, en los que los niveles de
anexinas se usan para diagnosticar adicionalmente canceres epiteliales del tracto gastrointestinal en cualquier
fraccion o preparacion de heces o en cualquier superficie epitelial potencialmente productora de exosomas.

18. Métodos de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 hasta 12 y 16 hasta 17, en los que los
niveles de anexinas se usan para diagnosticar adicionalmente un cancer colorrectal.

19. Métodos de acuerdo con una de las precedentes reivindicaciones 1 a 18, en los que los métodos se combinan
con la determinacion de neutrdéfilos para discriminar unas condiciones inflamatorias con respecto de unos canceres.

20. Método de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que la condicién inflamatoria es la enfermedad de Crohn o la
colitis ulcerosa.
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